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RESUMO 
Introdução: Os Síndromas Mielodisplásicos (SMD) são um grupo heterogéneo de neoplasias 
hematológicas da linhagem mielóide, com origem nas células estaminais hematopoiéticas e 
caraterizam-se pela hematopoiese ineficaz de uma ou várias linhas celulares, citopenias e risco 
aumentado de evolução para leucemia mieloblástica aguda. Segundo a classificação proposta pela 
Organização Mundial de Saúde (OMS) em 2008, o diagnóstico e classificação dos SMD baseia-se 
fundamentalmente em aspetos citomorfológicos do sangue periférico (SP) e da medula óssea (MO), 
assim como na presença de alterações citogenéticas. De acordo com índice internacional de 
prognóstico (IPSS), os SMD são estratificados em “baixo risco”, “risco intermédio-1”, “risco 
intermédio-2” e “alto risco”. No entanto, apesar dos esforços para a uniformização dos critérios, nem 
sempre é fácil o diagnóstico de SMD, sobretudo nos casos de “menor risco” (SMD-MR), isto é, 
aqueles com IPSS de “baixo risco” ou de “risco intermédio 1”, quando as alterações morfológicas 
são subtis e não são detetadas alterações citogenéticas. Nos últimos anos, a citometria de fluxo (CF) 
tem vindo a desempenhar um papel cada vez mais relevante na avaliação da displasia das células das 
linhas mielóide e eritróide de doentes com SMD, sendo esta avaliada pela análise da expressão de 
várias moléculas à superfície das células imaturas e das células das linhas granulocítica, monocítica e 
eritróide em maturação na MO. Apesar das potenciais vantagens em fazer diagnóstico de 
mielodisplasia em amostras de SP, nomeadamente pela acessibilidade e pelo facto do procedimento 
de colheita ser menos invasivo, poucos estudos de CF foram realizados em amostras de SP e o valor 
da imunofenotipagem das células de SP para o diagnóstico dos SMD continua por esclarecer.  
Objetivos: Os objetivos deste estudo foram avaliar, por CF a 8 cores, a expressão de várias 
moléculas na membrana dos neutrófilos e dos monócitos do SP de doentes com SMD-MR, por 
comparação com a observada em indivíduos saudáveis, e estabelecer o valor destas alterações para o 
diagnóstico de SMD.  
Material e Métodos: O estudo foi aprovado pela Comissão de Ética para a Saúde e pelo 
Departamento de Ensino, Formação e Investigação, e autorizado pelo Conselho de Administração do 
Centro Hospitalar do Porto (CHP). Foram estudadas amostras de SP de 14 doentes adultos com 
SMD-MR seguidos na consulta de Hematologia e de 14 dadores benévolos de sangue do CHP, que 
deram consentimento informado para participar no estudo. A seleção foi não aleatória, por 
conveniência. Foram excluídos doentes com infeções, tratamento com G-CSF, GM-CSF, 
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quimioterapia ou imunosupressores em curso ou nos três meses anteriores e doentes com outras 
neoplasias. Em simultâneo, foram recolhidos dos processos clínicos dos doentes dados 
sociodemográficos, clínicos e laboratoriais relevantes para o estudo em causa, nomeadamente o 
género, a idade ao diagnóstico e a idade atual, a data de diagnóstico, a classificação do SMD e o 
IPSS ao diagnóstico, os resultados relevantes do estudos de SP e de MO, assim como as principais 
manifestações clínicas e as terapêuticas efetuadas ou em curso. Nas amostras de sangue, após 
realização de hemograma, foi analisada, por CF, a expressão de várias moléculas na membrana dos 
neutrófilos e dos monócitos; a expressão destas moléculas nas células dos doentes foi comparada 
com a observada nas células correspondentes, de indivíduos adultos saudáveis. As moléculas 
estudadas foram as seguintes: CD45 (antigénio leucocitário comum, LCA), CD34 (sialomucina), 
CD10 (endopeptídase neutra), CD11b (Integrina alpha M, ITGAM; recetor tipo 3 para o 
complemento, CR3), CD11c (Integrina alpha X, ITGAX; recetor tipo 3 para o complemento, CR3), 
CD13 (aminopeptidase N), CD14 (correcetor para o LPS), CD15 (N-fucosil-N-acetil-lactosamina), 
CD16 (recetor de baixa afinidade para o fragmento Fc da IgG, FcgammaRIII), CD56 (molécula de 
adesão das células neuronais, NCAM), CD64 (recetor de alta afinidade para o fragmento Fc da IgG, 
FcgammaRI), CD114 (recetor para o G-CSF, GCSFR), CD116 (cadeia alfa do recetor para o GM-
CSF; GM-CSFRalpha), CD131 (cadeia beta do recetor para o GM-CSF; GM-CSFRbeta) e HLA-DR 
(molécula do Sistema Maior de Histocompatibilidade, classe II). Os resultados obtidos foram alvo de 
análise estatística descritiva (frequências absolutas, medianas, mínimos e máximos) e inferencial 
(teste t de Mann Withney) apropriada. Valores de p inferiores a 0.05 foram considerados 
estatisticamente significativos. 
Resultados: Verificamos que os neutrófilos dos doentes com SMD-MR apresentavam FSC 
(p=0.008) e SSC (p<0.001) significativamente diminuído, bem como níveis significativamente 
diminuídos de CD10, CD11b, CD11c (p<0.001 em todos os casos), CD13 (p=0.022) e CD16 
(p=0.002), comparativamente aos controlos. Não observamos diferenças significativas na expressão 
de CD15, CD16 e HLA-DR (p>0.05). Nos monócitos dos doentes com SMD-BR observamos uma 
expressão aumentada de CD56 (p=0.006) e uma expressão diminuída de CD11c (p=0.004), CD16 
(p=0.005) e HLA-DR (p=0.042), quando comparados com os dos controlos. Ainda nos monócitos do 
SP dos doentes com SMD-MR, verificamos existir um aumento da razão monócitos clássicos 
(CD14+forte, CD16-) / monócitos proinflamatórios (CD14+fraco, CD16+), comparativamente aos 
controlos. Não encontramos diferenças significativas entre os monócitos dos doentes e os monócitos 
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dos controlos, no que respeita ao FSC e ao SSC, bem como ao nível de expressão de CD13, CD14, 
CD15, CD45 e CD64 (p>0.05 em todos os casos). No que diz respeito ao estudo dos recetores para 
fatores de crescimento, observamos que havia uma grande variabilidade de expressão nos neutrófilos 
e nos monócitos, sobretudo nos doentes com SMD-MR, e que os monócitos próinflamatórios 
apresentavam níveis mais baixos de expressão de CD114 e CD116 do que os monócitos clássicos. Os 
níveis de CD114 e CD116 nos neutrófilos dos doentes com SMD-BR não diferiram 
significativamente dos observados nos monócitos dos controlos (p>0.05). Já os monócitos dos 
doentes com SMD-MR apresentavam uma expressão aumentada de CD114 e CD116 
comparativamente aos dos controlos, mas com diferenças significativas apenas para o CD114 
(p=0.008).  
Conclusão: Este estudo confirmou, pela primeira vez, a importância potencial do estudo dos 
neutrófilos e monócitos do SP por CF como um método de diagnóstico dos SMD-BR. Para melhor 
avaliar a sensibilidade e especificidade desta abordagem para o diagnóstico de SMD é importante 
replicar este trabalho em estudos com um maior número de doentes, comparar as alterações 
observadas nas amostras de SP de doentes com SMD-MR com as observadas em doentes com SMD 
de “maior risco” (IPSS “risco intermédio -2 e IPSS de alto risco) e estudar doentes com citopenias de 
outras etiologias (não SMD). Para além disso, para implementar estes estudos na rotina, cada centro 
terá que estabelecer os seus próprios valores de referência, com base nos anticorpos monoclonais e 
nas condições experimentais usadas, sendo também essencial garantir o estudo de amostras de SP de 
indivíduos normais em paralelo com as amostras de SP dos doentes e a estabilidade das condições de 
calibração dos citómetros. A confirmarem-se os resultados obtidos, o estudo do SP por CF poderá vir 
a ter utilidade clínica como primeira abordagem para diagnóstico de SMD, evitando eventualmente a 
colheita de MO, sobretudo no caso de doentes idosos e/ou com comorbilidades, a quem há apenas 
para oferecer terapêutica de suporte. 
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O presente trabalho, apresentado para fins de obtenção do grau de Mestre em Medicina, foi 
desenvolvido no âmbito da Unidade Curricular opcional “Disciplina de Iniciação à Investigação 
Científica” (DIIC), a qual integra o plano curricular do Mestrado Integrado em Medicina (MIM) do 
Instituto de Ciências Biomédicas Abel Salazar/Universidade do Porto (ICBAS/UP) e do Centro 
Hospitalar do Porto (CHP).  
Todo o trabalho desenvolvido decorreu ao longo de dois anos letivos, sendo que o ano letivo 
2014/2015 se destinou essencialmente à elaboração de uma proposta de projeto de investigação, sua 
submissão, aprovação pela Comissão de Ética e pelo Gabinete Coordenador da Investigação do 
Departamento de Ensino, Formação e Investigação, e autorização pelo Conselho de Administração 
do CHP. No ano lectivo 2015/2016, foi concretizado o projeto.  
O estudo foi executado no Serviço de Hematologia Clínica do CHP, ao nível da Consulta de 
Hematologia, Hospital de dia e Laboratório de Citometria, sob orientação e supervisão da Professora 
Doutora Margarida Lima e coorientação da Dr.ª Maria dos Anjos Teixeira.  
Do projeto resultaram quatro trabalhos: um artigo científico que será submetido a publicação, 
um trabalho apresentado na forma de poster e dois trabalhos aceites para publicação no livro de 
resumos de congresso médicos. 
Assim, a dissertação encontra-se estruturada em três partes: 
1. Artigo original a submeter para publicação em revista científica de Hematologia; 
2. Trabalho apresentado na forma de poster em reunião monotemática de Hematologia, 
na área dos Sindromas Mielodisplásicos; 
3. Trabalhos aceites para publicação no livro de resumos de congresso de Hematologia. 
Como apêndice é apresentada a proposta do projeto de investigação, tal como foi aprovada, e, 
como anexos, os documentos para os participantes, o formulário usado para a recolha dos dados e os 
documentos de submissão do projeto.   
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PARTE 1. ARTIGO CIENTÍFICO 
 
 
Nesta secção é apresentada uma proposta de artigo para submeter a publicação em revista 
científica da área da Hematologia, com revisão por pares e indexada. 
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ABSTRACT 
Background: Flow cytometry (FCM) is a highly sensitive method with increasing relevance 
for qualitative and quantitative evaluation of the bone marrow (BM) cells from patients with 
suspected and confirmed Myelodysplastic Syndrome (MDS). Althought the detection of abnormal 
maturation patterns and aberrant antigen expression in the BM cells has been extensively studied by 
FCM, the value of immunophenotyping the peripheral blood (PB) cells from patients with MDS has 
been largely ignored.  
Aims: The purpose of this study was to evaluate the expression of cell surfarce antigens in 
neutrophils and monocytes using PB samples from patients with lower risk MDS (LR-MDS), 
compared to healthy individuals. 
Material and Methods: Fourteen patients with LR-MDS (IPSS: low risk + intermediate 1 
risk), and an equal number of controls were studied. PB samples were collected into EDTA-K3 
containing tubes. Cell immunophenotyping was performed by 8-color FC using fluorochrome 
conjugated monoclonal antibodies with different specificities. A normal PB sample was run in 
parallel with each patient PB sample.  
Results: FCM allowed identifying several immunophenotypic abnormalities in PB 
neutrophils and monocytes from patients with LR-MDS. Neutrophils of LR-MDS patients had a 
significantly lower FSC (p=0.008) and SSC (p<0.001), as well as decreased expression of CD10, 
CD11b and CD11c (p<0.001 in all cases), CD16 (p=0.002) and CD13 (p=0.022), as compared with 
controls. In respect to PB monocytes, patients with LR-MDS had significantly reduced levels of 
CD56 (p=0.006) and significantly increased levels of CD11c (p=0.004), CD16 (p=0.005) and HLA-









 proinflammatory monocytes subset ratio 
in LR-MDS patients when compared to healthy controls.  
Conclusions: Neutrophil and monocyte immunophenotyping using PB samples may provide 
useful information for the diagnosis of MDS, as a complement to cytomorphology, turning FMC a 
powerful diagnosis tool.  
KEY WORDS: Myelodysplastic syndrome, flow cytometry, neutrophils, monocytes, peripheral blood 
ESTUDO IMUNOFENOTÍPICO DOS NEUTRÓFILOS E DOS MONÓCITOS DO SANGUE PERIFÉRICO DE DOENTES COM 
SINDROMAS MIELODISPLÁSICOS 
Ana Aires, Dissertação de Mestrado Integrado em Medicina, ICBAS/UP, 2016 
Página | 4  
 
INTRODUCTION 
Myelodysplastic syndromes (MDS) are a group of myeloid neoplasms characterized by 
inefficient hematopoiesis in one or more cellular lineages, peripheral blood (PB) cytopenias and a 
high risk for leukemic progression (Malcovati, 2013; Adès, 2014; Meers, 2015). According to the 
World Health Organization (WHO), the diagnosis and classification of MDS are essentially based on 
morphologic and cytogenetic abnormalities, such as the presence of cytopenias, percentages of blasts 
in the PB and/or bone marrow (BM), and dysplasia in one or several hematopoietic cell lineages 
(Swerdlow, 2008). Furthermore, PB features provide information to think of a probable MDS, but 
only BM features are conceptually accepted to confirm the diagnosis (Swerdlow, 2008).  
Prognosis of patients with MDS can be estimated using a number of scoring systems, which 
in general include PB cytopenias, percentage of blasts in the BM and in the PB, and cytogenetic 
features (Garcia-Manero, 2015); among them, the most commonly used is the International 
Prognostic Scoring System (IPSS) (Greenberg, 1997), and its revised version (IPSS-R) (Schanz, 
2012), which defined new cut off values for cytopenias and a new cytogenetic score. According to 
IPSS, MDS are classified as low, intermediate - 1, intermediate - 2, and high risk categories. The low 
and intermediate-1 risk subgroups are considered lower-risk MDS (LR-MDS), and the intermediate-
2 and high-risk subgroups are considered higher-risk MDS (HR-MDS). The degree of risk refers to 
whether the patient’s survival time will be adversely affected, and the chance of the disease 
progressing to acute leukemia over time. 
Because diagnosis of MDS is based on morphological assessment, it can be subjective 
particularly in patients with LR disease, especially in patients without cytogenetic abnormalities. 
Thus, efforts have been made to evaluate other diagnostic approaches, besides cytomorphologic and 
cytogenetic studies. One of the most studied methods is flow cytometry (FCM), which is now 
considered a promising tool to improve MDS diagnostics. Flow cytometry is a highly sensitive 
method for qualitative and quantitative evaluation of hematopoietic cells and it has been used to 
study patients with suspected and confirmed MDS (Stetler-Stevenson, 2001; Maynadié, 2002; Wells, 
2003; Ogata, 2006; Stachurski, 2008; van de Loosdrecht, 2008; Cazzola, 2009; van de Loosdrecht, 
2009; Kern, 2010; Kern, 2013); it also seems to be promising for monitoring disease progression and 
response to therapeutic interventions, and it appears to be crucial in cases of minimal dysplasia and 
absence of cytogenetic abnormalities, as well as in cases of BM hypocellularity and fibrosis (Stetler-
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Stevenson, 2001; Cazzola, 2009; van de Loosdrecht, 2009; Kern, 2010; Kern, 2013). Previous 
studies in large series of patients had revealed that FCM studies performed in the BM has an 
increased diagnostic yield when added to cytomorphology and cytogenetics in patients with 
suspected MDS (Kern, 2010). In addition, immunophenotypic aberrancies detected in the BM cells 
by FCM allow the identification of distinct prognostic subgroups of MDS patients (Maynadié, 2002; 
Wells, 2003; van de Loosdrecht, 2008). Yet, although FCM has growing value for MDS evaluation, 
with increasing importance in disease diagnosis, subtyping and prognostication, it still does not take 
part of WHO criteria for MDS diagnosis.  
Even so, the interest in FCM for MDS has been increasing, and it has been already proposed 
to add FCM to the WHO criteria for diagnosis of MDS (Porwit, 2014). Therefore, several 
immunophenotypic abnormalities have been consistently reported. In particular, aberrant antigen 
expression in maturing neutrophils and monocytes in the BM of MDS patients, with granulocytes 
being the hematopoietic cells more frequently studied and in which phenotypic abnormalities were 
most frequently detected (Stetler-Stevenson, 2001). When analyzed by FCM, both maturing 
neutrophils and monocytes have consistently abnormal light scatter properties, due to hipogranularity 
(Stetler-Stevenson, 2001; Maynadié, 2002; van de Loosdrecht, 2008; Kern, 2010). In maturing 
neutrophils and their precursor cells, some of the aberrant parameters identified to be altered are 
abnormal expression of CD10, CD15, CD16, CD36, CD45, CD64, CD66, in addition to expression 
of CD34 and HLA-DR, overexpression of CD56, abnormal CD16/CD13 and CD11b/CD13 patterns, 
as well as CD2, CD5, CD7 and CD19 infidelity lineage marker expression (Stetler-Stevenson, 2001; 
Maynadié, 2002; Wells, 2003; Ogata, 2006; Stachurski, 2008; van de Loosdrecht, 2008; van de 
Loosdrecht, 2009; Kern, 2010). When it comes to monocytes, FCM studies have revealed that BM 
monocytic cells from MDS patients frequently have aberrant immunophenotypic features, such as 
abnormal expression of CD11c, CD13, CD14, CD15, CD36, CD45, CD64 and HLA-DR, 
overexpression of CD56, expression of CD34, as well as lineage infidelity markers, such as CD5 and 
CD7 (Stetler-Stevenson, 2001; Wells, 2003; van de Loosdrecht, 2008; van de Loosdrecht, 2009; 
Kern, 2010).  
Most FCM studies accomplished in MDS patients were performed in BM samples, which 
imply an invasive procedure. Moreover, BM samples involve more laborious sample collection, 
acquisition, transport and processing procedures, than PB samples. Thus, FCM study of MDS using 
PB samples seems to be more appealing than the use of BM. Even though PB sampling is less 
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invasive than BM sampling and implies a simpler processing system, only limited data have been 
presented concerning diagnostic significance of FCM data in the PB of MDS patients. Therefore, the 
diagnosis of MDS by PB immunophenotyping, besides attractive, seems to be the next step in 
investigation because of its advantages for clinical practice in case of favorable results. 
Some of the conclusions reached with FCM-based studies performed in BM cells have 
already been confirmed to be present in PB cells from MDS patients, as the diminished SSC from 
neutrophils. Other examples of cell surface molecules already analyzed in PB cells from MDS 
patients were CD10, CD11a, CD11b, CD35, CD43, CD66, CD69 and CD177 (Kyriakou, 2001; 
Cherian, 2005a; Cherian, 2005b; Cherian Rashidi, 2012; Meyerson, 2013). However, only a few of 
studies were performed to date, using heterogeneous samples with a limited number of patients, and 
FCM-based PB analysis in MDS patients has a vast potential that needs to be explored.   
Having regard to accessibility of PB samples, it would be useful to establish FCM criteria for 
the diagnosis of MDS in the PB. Therefore, the purpose of this study was to quantify the presence of 
aberrant antigenic expression in neutrophils and monocytes using PB samples from patients with LR-
MDS. The results will be discussed critically to evaluate the validity and possible significance for 
MDS diagnosis.  
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This study included patients with LR-MDS that have been followed in the Hematology 
Service of Hospital de Santo António integrated in Centro Hospitalar do Porto, and that had had at 
least one appointment at the hospital between September and November of 2015. Patients who were 
being treated with myeloid growth factors in the preceding three months were excluded, as did 
patients submitted to cytoreductive, hypomethylating and/or immunosuppressive treatments and 
patients with infections during the same three preceding months. Patients with other neoplasms were 
excluded as well. Transfusions and treatment with erythropoietin were not exclusion criteria. 
Peripheral blood cell counts and cytomorphology, BM smears and trephine biopsies and 
cytogenetic studies obtained at the diagnosis were recorded, and the WHO classification (Swerdlow, 
2008) and IPSS (Greenberg, 1997; Schanz, 2012) were reviewed. Blood cell counts and 
cytomorphology were also evaluated at the time of the study. Treatments enrolled before or during 
the study, including transfusion requirements and growth factor necessities, and clinical status were 
also accessed.   
The control group was constituted by blood donors that came to the hospital for a blood 
donation from September 2015 to November 2015. First time blood donations were excluded, as well 
as controls with history of neoplasms and infections in the preceding three months before the study. 
Ethics approval and consent to participate 
The study was approved by the local Ethics Committee, and all participants, patients and 
controls, have assigned an informed consent freely. 
Flow cytometry analysis of peripheral blood samples 
Peripheral blood samples were collected into K3-EDTA (tripotassium 
ethylenediaminetetraacetic acid) containing tubes and were processed in a maximum period of 24 
hours. Cell immunophenotyping was performed by 8-color FCM using fluorochrome conjugated 
monoclonal antibodies with different specificities (Table 1), and a whole blood stain-lyse-and-then 
wash method (BD FACS
TM
 Lysing Solution). Two tubes with eight combinations each have been 
used as shown in table 2.  
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A normal PB sample was run in parallel with each patient PB sample. Saturating amounts of 
each monoclonal antibody were added into tubes containing 50µL of PB, and cells were incubated 
for 10 min at room temperature in the dark. After adding 2 ml of FACSLysing (BD), samples were 
incubated again for 10 min at room temperature in the dark. Then cells were washed twice with 
phosphate-buffered saline (PBS) and suspended in 0.5 ml of PBS. 
Sample acquisition was performed in a BD FACSCanto
TM
 II flow cytometer, and at least 
200,000 cell events were acquired for each tube. The cytometer was calibrated according to the 
Euroflow Standard Operating Procedure (http://www.euroflow.org/). Daily quality controls were 
performed to guarantee the quality of the study, including fluorescence standardization, linearity 
assessment and spectral compensation.   
Data analysis was done with Infinicyt
TM
 (Cytognos, Salamanca, Spain). Blood cells were 
identified and classified according to Side Scatter (SSC) and Forward Scatter (FSC) characteristics 






















 (proinflammatory and classical PB 
monocytes, respectively). The median fluorescence intensity (MFI) was recorded in neutrophils and 
monocytes, for each antigen analyzed. 
Statistical Analysis 
Results are expressed as median, minimum and maximum values of the median fluorescence 
intensity observed for each marker. Results obtained for PB samples of MDS patients were 
compared with the results obtained for PB samples of controls.  
For statistical treatment, a non-parametric test, Mann-Whitney U test, was used to compare 
MDS patient with controls. P values <0.05 were considered statistically significant. All statistical 
calculations were performed with Statistical Package for the Social Sciences (SPSS®) 23.0 version 
for Windows. 
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Table 1. Main characteristics of the monoclonal antibodies used in this study 
Specificities Clone Isotype Fluorochrome Manufactory Catalogue 
number 
CD10 ALB1 IgG2a PE-Cy7 BC-IOT A46527 
CD11b D12 IgG2a APC BDB 333143 
CD11c S-HCL-3 IgG2b APC BDB 333144 
CD13 L138 IgG1 PE BDB 347406 
CD14 HCD14 IgG1 APC-H7 BIOL 325620 
CD15 MMA IgM FITC BDB 332778 
CD16 3G8 IgG1 V450 BDB 560474 
CD34 8G12 IgG1 PerCP-Cy5.5 BDB 347203 
CD45 J.33 IgG1 KO BC-IOT A96416 
CD56 N901-HLDA6 IgG1 PE-Cy7 BC-IOT A21692 
CD64 22 IgG1 PE BC-IOT IM3601U 
HLA-DR L243 IgG2a FITC BDB 347400 
Abbreviations: APC, allophycocyanin; Cy5.5, Cyanine 5.5; Cy7, Cyanine 7; FITC, Fluorescein isothiocyanate; KO, Khrome orange; 
PE, Phycoerythrin; PerCP, Peridinin chlorophyll protein; V450, Violet 450; BC, Beckman Coulter; BD, Becton Dickinson; IOT, 
Immunotech. 
 
Table 2. Combinations of monoclonal antibodies used in this study 
Fluorochrome FITC PE PerCP-Cy5 PE-Cy7 APC APC-H7 V450 KO 
Tube 1 CD15 CD13 CD34 CD10 CD11b CD14 CD16 CD45 
Tube 2 HLA-DR CD64 CD34 CD56 CD11c CD14 CD16 CD45 
Abbreviations: APC, allophycocyanin, Cy5.5, Cyanine 5.5; Cy7, Cyanine 7; FITC, Fluorescein isothiocyanate; KO, 
Khrome orange; PE, Phycoerythrin; PerCP, Peridinin chlorophyll protein; V450, Violet 450. 
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RESULTS 
Sociodemographic, clinical and laboratory features of the study population 
After a careful review of the diagnosis and prognosis using WHO 2008 and IPSS criteria, 14 
patients have enrolled the study, 8 males and 6 females (male: female ratio 1.33) with a median age 
of 76 years (range 66 to 88). An equal number of controls was studied, 8 males and 6 females (male: 
female ratio 1.33), with a median age of 55 years (range 19 to 63). Table 3 summarizes 
sociodemographic, clinical and laboratory data of patients.  
Seven patients were classified as refractory anemia with ringed sideroblasts, 4 patients had 
refractory cytopenia with unilineage dysplasia and 3 patients had refractory cytopenia with 
multilineage dysplasia.  
Using the IPSS, 8 patients had low IPSS risk and 6 patients had intermediate 1 IPSS risk. The 
median age from the diagnosis was 7.6 years, ranging from 0.5 to 12.6 years.  
The median neutrophil count was 2590/mm
3
 (range 365 to 6945) in LR-MDS and 4181/mm
3
 
(range 3083 to 8633) in controls.  
The median monocyte count was 426/mm
3
 in LR-MDS (range 17 to 1132) and 482/mm
3
 
(range 294 to 937) in controls.  
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Refractory anemia with ringed sideroblasts  
Refractory cytopenias with unilineage dysplasia 
Refractory cytopenias with multilineage dysplasia 























Cytopenias at the time of the study* 
Anemia  
One or two cytopenias 










Bone marrow findings 
Blasts (%) 
Dysplasia in ≥10% cells 
Erythroid lineage only 
In one myeloid lineage 























Values are expressed as number of as absolute and (relative) frequencies, or as median and (range). 
*Cytopenias were defined according to the IPSS: Hb < 10 g/dL; Neutrophils < 1.800/mm3; Platelets < 100.000/mm3. 
** Cytogenetic abnormalities were classified according to the IPSS. 
Abbreviations: IPSS, International Prognostic Scoring System 
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Neutrophil immunophenotyping 
Neutrophils from patients with LR-MDS had a decreased FSC and SSC when compared with 
control’s neutrophils. These differences were statistically significant with p values of 0.008 for FSC 
and <0.001 for SSC. Furthermore, in neutrophils there was significant decreased phenotypic 
expression of CD10 (p<0.001), CD11b (p<0.001), CD11c (p<0.001), CD13 (p=0.022) and CD16 
(p=0.002) when compared to normal individuals (Figures 1 and 2).  CD15 and CD45 have a slight 
reduction on fluorescence intensity as compared to normal expression, while in HLA-DR the 
opposite was observed. However, differences between patients and controls were not statistically 
significant for these markers (p>0.05).  
The median, minimum, maximum and average rank values of the median fluorescence 
intensity observed for each antigen studied in neutrophils from controls and LR-MDS patients are 
shown as supplementary material (Supplementary table 1). 
 
Figure 1. Representative dot plots showing the Forward Scatter (FSC), Side Scatter (SSC) and the levels of CD10, CD11b 
expression in peripheral blood neutrophils (red dots) from patients with LR-MDS, as compared to those observed in normal 
individuals (controls). Monocytes: dark gray dots; other leukocytes: light gray dots. 
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Figure 2. Forward scatter (FSC), side scatter (SSC) and surface antigen expression in peripheral blood neutrophils from 
patients with lower risk myelodysplastic syndromes (LR-MDS) and normal individuals (Controls). Results are expressed as 
arbitrary units of median fluorescence intensity (MFI). Lower whiskers are 1.5 times the Inter-Quartile Range below the lower 
quartile, or the minimum value, whichever is closest to the middle. Upper whiskers are calculated using the same approach. 
Outliers are displayed.  
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Monocyte immunophenotyping 
Monocytes from patients with LR-MDS patients had similar FSC and SSC values when 
compared to controls (p>0.05). In the same way, the overall levels of CD13, CD14, CD15, CD45 
and CD64 expression on PB monocytes from patients with LR-MDS did not differ significantly from 
those observed in control’s monocytes (p>0.05). In contrast, monocytes from LR-MDS patients had 
significant increased expression of CD56 (p=0.006), and decreased expression of CD11c (p=0.004), 
CD16 (p=0.005) and HLA-DR (p=0.042), as compared to normal monocytes. A tendency for a lower 
CD11b expression (p=0.089) in monocytes of LR-MDS patients than in controls was also observed 
(Figure 3).  





 subset proinflammatory monocyte subset when compared with normal 
individuals (3.1% ranging from 0.1 to 8.1% and 11.5% ranging from 4.1 to 27.7%, respectively; 




 PB monocytes from LR-MDS patients had a 
significantly higher percentage of CD56
+
 cells, as compared to controls (14.8% ranging from 0.1 to 
98.7% and 7.1% ranging from 0.1 to 14.9%, respectively; p=0.026) (Figure 4). These data reflect a 
high classical/proinflammatory monocyte subset ratio in patients with LR-MDS.  
The median, minimum, maximum and average rank values of median fluorescence intensity 
observed for each antigen studied in monocytes, and the percentage of CD16 and CD56 positive 
monocytes from controls and LR-MDS patients are shown as supplementary material 
(Supplementary tables 1 and 2, respectively). 
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Figure 3. Forward scatter (FSC), side scatter (SSC) and surface antigen expression in peripheral blood monocytes from patients 
with lower risk myelodysplastic syndromes (LR-MDS) and normal individuals (Controls). Results as expressed as arbitrary 
units of median fluorescence intensity (MFI). Lower whiskers are 1.5 times the Inter-Quartile Range below the lower quartile, 
or the minimum value, whichever is closest to the middle. Upper whiskers are calculated using the same approach. Outliers are 
displayed. 
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 cells among peripheral blood CD14
+







 monocytes (B) in patients with LR-MDS and in controls. Lower whiskers are 1.5 times the Inter-
Quartile Range below the lower quartile, or the minimum value, whichever is closest to the middle. Upper whiskers are 
calculated using the same approach. Outliers are displayed. 
 
 









dark blue dots) peripheral blood monocyte subsets from a normal individual (control) and from two patients with LR-MDS.  
Neutrophils: dark gray dots; other leukocytes: light gray dots.  
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DISCUSSION 
In patients with neoplastic haematopoietic diseases, clonal hematopoietic cells suffer 
alterations in the expression of surface receptors.  Flow cytometry takes advantage of it, and FCM-
based BM analysis is being used for a long time, as a complement to cytomorphology and 
cytogenetics, for the diagnosis of MDS. However, its role in studying PB samples from patients with 
MDS is still very limited. We described an approach to evaluate the presence of aberrant antigenic 
expression in neutrophils and monocytes using PB samples from patients with LR-MDS. 
In the present study, apart from reduced SSC, we found abnormally low levels of CD10, 
CD11b, CD11c, CD13 and CD16 expression in PB neutrophils from LR-MDS patients, as compared 
to those of healthy individuals; we also observed an abnormally low expression of CD11c, CD16, 
and HLA-DR and an overexpression of CD56 in PB monocytes from LR-MDS patients. Other cell 
surface antigens studied did not differ significantly between patients and controls. All the phenotypic 
alterations found in our study were already described in the BM from patients with MDS (Stetler-
Stevenson, 2001; Maynadié, 2002; Ogata, 2006; Stachurski, 2008; van de Loosdrecht, 2008; 
Cazzola, 2009; van de Loosdrecht, 2009; Kern, 2010; Kern, 2013; Wells, 2013).  
Although there are previous studies that evaluated the utility of FCM for the diagnosis of 
MDS in the PB, this is the first time the PB of a homogeneous group of LR-MDS patients was 
studied using 8-color FCM, and the first study to present relevant changes on the expression of 
several cell surface molecules in PB neutrophils and monocytes from patients with LR-MDS, 
compared with healthy controls. It is also a unique study in how attempts to combine PB monocyte 
and neutrophil immunophenotyping and, analyzing their immunophenotypic anomalies, may be 
useful for diagnosing MDS. Compared with our study, the few studies that had been published about 
the value of FCM for the diagnosis of MDS in the PB have limited clinical significance (Kyriakou, 
2001; Cherian, 2005a; Cherian, 2005b; Rashidi, 2012; Meyerson, 2013).  
In accordance, Kyriakou et al. (2001) described a reduced CD43 expression and an activated 
phenotype in PB neutrophils from patients with MDS (n=49), as compared to healthy individuals 
(n=19) (Kyriakou, 2001). However, this information has restricted practical applicability as it relies 
in only one cell marker and the study population was composed of both LR- and HR-MDS patients. 
In accordance, the study included 13 patients with refractory anemia with excess of blasts, 4 patients 
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with refractory anemia with excess of blasts in transformation to acute leukemia, and 5 patients with 
chronic myelomonocytic leukemia (CMML). 
A few years later (2005), a group from Pennsylvania also explored the potential of peripheral 
blood FCM analysis for the diagnosis of MDS. Using 4-color flow cytometry and a heterogeneous 
sample of 15 patients that also included LR- and HR-MDS cases, Cherian et al. observed that PB 
neutrophils from patients with MDS frequently had lower SSC and higher expression of CD11a and 
CD66, as well as abnormal CD10 and/or CD116 expression, as compared to controls (Cherian, 
2005a; Cherian, 2005b). Because none of these abnormalities proved consistently diagnostic, they 
proposed a PB scoring system for the diagnosis of MDS; and in a prospective validation study with 
11 MDS patients and 20 patients with non-MDS cytopenias, they observed that this score 
successfully identified patients with MDS (sensitivity 73%, specificity 90%). Also in 2005, the same 
group extended the number patients tested to 22 MDS patients and 3 patients with 
myeloproliferative/myelodysplastic syndromes; they found that FCM abnormalities were seen in 
64% of the MDS patients, including 9/16 patients with normal cytogenetics, suggesting that PB 
neutrophil immunophenotyping could play a central role in the diagnosis of MDS. 
More recently (2012), Rashidi et al. explored the diagnostic utility of FCM in the evaluation 
of cytopenias and in the diagnosis of LR- vs. HR-MDS and CMML, by studying the CD10 
expression on PB neutrophils from 13 patients with LR-MDS, 16 patients with HR-MDS or CMML, 
and 16 non-MDS cytopenic controls (Rashidi, 2012). When measuring the ratio of CD10 expression 
on neutrophils from patients and controls, they found a lower ratio in HR-MDS and CMML vs. LR-
MDS and cytopenic controls without MDS; they observed that a CD10 ratio of <3 was only noted in 
the HR-MDS+CMML group and they concluded that FCM of PB neutrophils may be helpful in the 
work-up of patients with cytopenias and in the differential diagnosis of LR- vs. HR-MDS. However, 
they did not use healthy individuals for comparison, and they did not found significant differences in 
the neutrophil and monocyte expression of other cell surface markers (CD11b, CD13, CD14, CD16, 
CD33, CD56, and CD64) between MDS patients and cytopenic controls. 
Finally, Meyerson et al. (2013), using 4-color FCM, observed that patients with clonal 
myeloid disorders had significantly low percentages of CD177+ neutrophils, in the BM as well as in 
the PB, with MDS (n=21) being the diagnostic group most strongly associated with low-levels of 
CD177 expression (Meyerson, 2013). However, these findings also have limited clinical application 
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for the diagnosis of MDS, as only one cell surface marker was investigated and the phenotypic 
abnormalities found were not specific for myelodysplasia. 
In the present study, a homogenous sample of LR-MDS patients was analyzed, by 8-color 
FCM, under appropriated calibration conditions and in parallel with healthy individuals, for the 
expression of a large number of cell surface molecules, most of which proved to be abnormally 
expressed in neutrophils and/or monocytes from MDS patients. This allows certainly assert that PB 
neutrophil and monocyte immunophenotyping may provide useful information, with quantitative and 
qualitative data, for the diagnosis of LR-MDS, as a complement to cytomorphology, a qualitative 
method with a high interobserver variability.  
Multicenter studies are needed to confirm these preliminary FCM data using PB samples. In 
particular, it is important to evaluate a more representative group of MDS patients and healthy 
controls, as well as non-MDS cytopenic patients. Besides that, FCM analysis using PB samples 
should be correlated with other laboratory and clinical data. Each center should establish its own 
normal reference values, on the basis of monoclonal antibodies (clones, fluorochromes) and 
experimental conditions used. In addition, special attention should be given to the conditions of 
calibration and stability of the cytometer. 
The present study suggests the possibility of using PB flow cytometry as a screening test for 
MDS. In elderly patients, who frequently have several comorbidities that preclude an aggressive 
treatment and usually get only symptomatic / supportive care, it may inclusive avoid the need of BM 
collection, which is a more invasive and expensive procedure and requires more expertise for 
analysis, thereby reducing the cost associated with MDS diagnosis.  
In conclusion, our study strongly suggests that PB neutrophil and monocyte 
immunophenotyping provides useful information for the diagnosis of LR-MDS. Once confirmed by 
other studies, this will turn FCM into a powerful method to identify myelodysplasia in PB cells, then 
creating a new paradigm for MDS diagnosis in clinical practice.  
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BC, Beckman Coulter 
BD, Becton Dickinson 
BM, Bone marrow 
Cy5.5, Cyanine 5.5 
Cy7, Cyanine 7 
FCM, Flow cytometry 
FITC, Fluorescein isothiocyanate 
FSC, Forward Scatter 
HR, MDS, Higher risk myelodysplastic syndromes 
IOT, Immunotech 
IPSS, International Prognostic Scoring System 
IPSS-R, International Prognostic Scoring System revised 
K3-EDTA, Tripotassium ethylenediaminetetraacetic acid 
KO, Khrome orange 
LR-MDS, Lower risk myelodysplastic syndromes 
MDS, Myelodysplastic syndromes 
MFI, Median fluorescence intensity 
PB, Peripheral blood 
PBS, Phosphate-buffered saline 
PE, Phycoerythrin 
PerCP, Peridinin chlorophyll protein 
SPSS, Statistical Package for the Social Sciences 
SSC, Side Scatter 
V450, Violet 450 
WHO, World Health Organization 
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SUPPLEMENTARY MATERIAL  
 
Supplementary Table 1. Median, average rank, minimum and maximum values of the median 
fluorescence intensity observed for each antigen studied in neutrophils and monocytes from 14 
healthy controls and 14 LR-MDS patients.  
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Values were approximated to the closest full unit. 
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Supplementary Table 2. Median, average rank, minimum and maximum values of the percentage of 
CD16+ and CD56+ monocytes from 14 healty controls and 14 LR-MDS patients. 
 Proinflammatory CD16
+ 
monocytes (% total monocytes)
 




















 expression on classical monocytes (% CD56+ cells) 


















Values were rounded to one decimal place. 
Abbreviations: LR-MDS, lower risk myelodysplastic syndromes; Min, minimum; Max, maximum; Avg rank, average 
rank. 
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Nesta secção é exposto um trabalho apresentado na forma de poster na 5ª Conferência 
Internacional de Síndromes Mielodisplásicos, 2016. 
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ABSTRACT 
LEVELS OF G-CSF AND GM-CSF RECEPTORS IN THE PERIPHERAL BLOOD 





































1Instituto de Ciências Biomédicas Abel Salazar, Universidade do Porto (ICBAS/UP), Porto, Portugal. 
2Department of Hematology, Hospital de Santo António (HSA), Centro Hospitalar do Porto (CHP), Porto, Portugal.  
3Multidisciplinary Unit for Biomedical Sciences (UMIB/ICBAS/UP), Porto, Portugal. 
4Department of Pathology, Hospital de Santo António (HSA), Centro Hospitalar do Porto (CHP), Porto, Portugal.  
Background: Despite the advent of disease-modifying therapies, supportive care remains the 
mainstay of treatment of patients with myelodysplastic syndromes (MDS), which includes 
granulocyte (G-CSF) and, less often, granulocyte-macrophage (GM-CSF) colony stimulating factors 
(CSF), with variable response rates. 
Objectives: To evaluate, by flow cytometry (FC), the expression of G-CSF receptor (CD114) 
and GM-CSF receptor alpha-chain (CD116) in neutrophils and monocytes from patients with lower 
risk MDS (LR-MDS), as compared to normal individuals (NI). 
Study population: Fourteen patients with LR-MDS (8 males, median age 76 years), and an 
equal number of NI (8 males, median age 55 years) were studied. Patients who were being treated 
with myeloid CSF were excluded, as did patients with active infections and other concomitant 
neoplasms. The median time from the diagnosis was 7.6 years. Seven patients had refractory anemia 
with ringed sideroblasts (RARS), 4 had refractory cytopenias with unilineage dysplasia (RCUD), and 
3 had refractory cytopenias with multilineage dysplasia (RCMD). Eight patients had low IPSS-risk 
and 6 had intermediate 1 IPSS-risk. The median neutrophil count was of 2590/mm3 (365-
6945/mm3). The median monocyte count was of 426/mm3 (17-1132/mm3). 
Methods: Blood samples were collected into EDTA-K3 tubes. CD114 and CD116 
expression was evaluated by 7-color-FC (CD116-FITC/CD114-PE/CD34-PerCPCy5.5/CD56-
ESTUDO IMUNOFENOTÍPICO DOS NEUTRÓFILOS E DOS MONÓCITOS DO SANGUE PERIFÉRICO DE DOENTES COM 
SINDROMAS MIELODISPLÁSICOS 
Ana Aires, Dissertação de Mestrado Integrado em Medicina, ICBAS/UP, 2016 
Página | 33  
 
PC7/CD14-APC-H7/CD16-V450/CD45-KO), using a whole blood stain-lyse-and-then-wash method 
(FACSLysing, Becton Dickinson–BD). A normal PB sample was run in parallel with each patient. 
Sample acquisition was performed in a FACSCanto II cytometer (BD), calibrated according to the 
Euroflow SOP. Data analysis was done with Infinicyt (Cytognos). Results were expressed as median, 
minimum-maximum values of the median fluorescence intensity observed for each marker. P values 
< 0.05 were considered statistically significant (Mann-Whitney U test). 
Results: Neutrophils were CD114+CD116+lo and monocytes were CD114+loCD116+ in 
both groups. Proinflammatory (CD14+loCD16+) monocytes, which were decreased in LR-MDS 
patients (p<0.001), had lower levels of CD114 and CD116 expression than classical 
(CD14+hiCD16-) monocytes. Neutrophils and monocytes from LR-MDS patients had a greater 
variability of CD114 and CD116 expression, as compared to NI. The overall levels of CD114 and 
CD116 on neutrophils did not differ significantly between patients and controls. Monocytes from 
LR-MDS patients had higher levels of CD114 and CD116 expression, although differences reached 
statistical significance only for CD114 (p=0.008). 
Conclusions: There is a high variability of CD114/CD116 expression on neutrophils and 
monocytes from LR-MDS patients. Further studies are needed in order to investigate if the levels of 
CD114/CD116 expression are useful to individualize subgroups with different responses to myeloid 
CSF. 
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Background: Myelodysplastic syndromes (MDS) are a heterogeneous group of hematologic 
neoplasms characterized by morphologic dysplasia, aberrant hematopoiesis and peripheral blood 
(PB) cytopenias, and an increased probability of transformation to acute leukemia. Diagnosis of 
MDS relies on well-defined cytological and cytogenetic criteria but is challenging in a significant 
number of patients. The detection of abnormal maturation patterns and aberrant antigen expression in 
the bone marrow (BM) cells has been extensively studied by flow cytometry (FC) and is now 
considered a promising tool to improve MDS diagnostics. However, the value of 
immunophenotyping the PB cells from patients with MDS has been largely ignored. Having regard 
to accessibility of PB samples, it would be useful to establish FC criteria for the diagnosis of MDS in 
the PB.  
Objectives: To evaluate the levels of CD10, CD11b, CD13, CD15, CD16 and CD45 
expression in PB neutrophils (PB-Neut) from patients with lower risk MDS (LR-MDS), as compared 
to normal individuals (NI). 
Study population: Fourteen patients with previously diagnosed LR-MDS (8 males, median 
age 76 years), and an equal number of NI (blood donors, 8 males, median age 55 years) were studied. 
Patients who were being treated with myeloid growth factors were excluded, as did patients with 
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active infections and other concomitant neoplasms. The median time from the diagnosis was 7.6 
years, ranging from 0.5 to 12.6 years. Seven patients had refractory anemia with ringed sideroblasts 
(RARS), 4 patients had refractory cytopenias with unilineage dysplasia (RCUD), and 3 patients had 
refractory cytopenias with multilineage dysplasia (RCMD). Eight patients had low IPSS risk and 6 
patients had intermediate 1 IPSS risk. The median PB-Neut count was of 2590/mm3 (365 to 6945), 
in LR-MDS (<1500/mm3 in 4 cases) and 4181/mm3 (3083 to 8633), in NI (no cases with 
<1500/mm3). 
Methods: PB samples were collected into EDTA-K3 containing tubes. Cell 
immunophenotyping was performed by 8-color FC using fluorochrome conjugated monoclonal 
antibodies with different specificities (CD15-FITC, CD13-PE, CD34-PerCPCy5.5, CD10-PC7, 
CD11b-APC, CD14-APC-H7, CD16-V450, CD45-KO), and a whole blood stain-lyse-and-then wash 
method (FACSLysing, Becton Dickinson–BD). A normal PB sample was run in parallel with each 
patient PB sample. Sample acquisition was performed in a FACSCanto II flow cytometer (BD), 
calibrated according to the Euroflow SOP. Data analysis was done with Infinicyt (Cytognos). Results 
are expressed as median, minimum and maximum values of the median fluorescence intensity 
observed for each marker. P values < 0.05 were considered statistically significant (Mann-Whitney U 
test). 
Results: PB-Neut from patients with LR-MDS had significantly lower FSC (p=0.008) and 
SSC (p<0.001), as compared to those of NI. In addition, the levels of CD10 and CD11b (p<0.001 in 
both cases), CD16 (p=0.002) and CD13 (p=0.022) expression in PB-Neut from patients with LR-
MDS were significantly decreased in patients with LR-MDS, as compared with NI. No significant 
differences were observed for CD15 and CD45 expression (p>0.05).  
Conclusions: PB-Neut immunophenotyping may provide useful information for the 
diagnosis of MDS, as a complement to cytomorphology. Each center should establish its own normal 
reference values, on the basis of monoclonal antibodies (clones, fluorochromes) and experimental 
conditions used. In addition, should be given special attention to the conditions of calibration and 
stability of the cytometer. 
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Background: Myelodysplastic syndromes (MDS) are hematologic neoplasms characterized 
by morphologic dysplasia and peripheral blood (PB) cytopenias. Flow cytometry (FC) studies have 
revealed that bone marrow monocytes (Mon) from MDS patients have abnormal maturation patterns 
and aberrant antigen expression. However, the immunophenotypic alterations in PB monocytes (PB-
Mon) have been much less explored. 
Objectives: To evaluate the levels of CD11b, CD11c, CD13, CD15, CD14, CD16, CD64 and 
HLA-DR  expression in PB-Mon from patients with lower risk MDS (LR-MDS), as compared to 
normal individuals (NI). To quantify the proinflammatory (CD14+loCD16+) and classical 
(CD14+hiCD16-) PB-Mon subsets and to search for abnormal CD56 expression on PB-Mon from 
LR-MDS patients. 
Study population: Fourteen patients with LR-MDS (8 males, median age 76 years), and an 
equal number of NI (blood donors, 8 males, median age 55 years) were studied. Patients who were 
being treated with myeloid growth factors were excluded, as did patients with active infections and 
other concomitant neoplasms. The median time from the diagnosis was 7.6 years, ranging from 0.5 
to 12.6 years. Seven patients had refractory anemia with ringed sideroblasts (RARS), 4 patients had 
refractory cytopenias with unilineage dysplasia (RCUD), and 3 patients had refractory cytopenias 
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with multilineage dysplasia (RCMD). Eight patients had low IPSS risk and 6 patients had 
intermediate 1 IPSS risk. The median PB-Mon count was of 426/mm3 (17 to 1132), in LR-MDS 
(>1000/mm3 in 1 case) and 482/mm3 (294 to 937), in NI (no cases with >1000/mm3). 
Methods: PB samples were collected into EDTA-K3 containing tubes. Cell 
immunophenotyping was performed by 8-color FC using fluorochrome conjugated monoclonal 
antibodies with different specificities (T1: CD15-FITC, CD13-PE, CD34-PerCPCy5.5, CD10-PC7, 
CD11b-APC, CD14-APC-H7, CD16-V450, CD45-KO; T2: HLA-DR-FITC, CD64-PE, CD34-
PerCPCy5.5, CD56-PC7, CD11c-APC, CD14-APC-H7, CD16-V450, CD45-KO), and a whole blood 
stain-lyse-and-then wash method (FACSLysing, Becton Dickinson–BD). A normal PB sample was 
run in parallel with each patient. Sample acquisition was performed in a FACSCanto II flow 
cytometer (BD), calibrated according to the Euroflow SOP. Data analysis was done with Infinicyt 
(Cytognos). Results are expressed as median, minimum and maximum values of the median 
fluorescence intensity observed for each marker. P values < 0.05 were considered statistically 
significant (Mann-Whitney U test). 
Results: PB-Mon from patients with LR-MDS had FSC and SSC similar to the PB-Mon from 
NI (p>0.05). In the same way, the overall levels of CD13, CD14, CD15, CD45 and CD64 expression 
on PB-Mon from patients with LR-MDS did not differ significantly from those observed in NI 
(p>0.05). In contrast, PB-Mon from LR-MDS patients had significantly higher levels of CD56 
(p=0.006), and lower levels of CD11c (p=0.004), CD16 (p=0.005) and HLA-DR (p=0.042), and 
showed a tendency for a lower CD11b expression (p=0.089), as compared to NI. Additionally, PB-
Mon from LR-MDS patients had a marked decrease in the fraction of CD14+loCD16+ subset (3.1% 
ranging from 0.1 to 8.1% and 11.5% ranging from 4.1 to 27.7%, respectively; p<0.001). Moreover, 
CD14+hiCD16- PB-Mon from LR-MDS patients had a significantly higher % of CD56+ cells, as 
compared to NI (14.8% ranging from 0.1 to 98.7% and 7.1% ranging from 0.1 to 14.9%, 
respectively; p=0.026). 
Conclusions: PB-Mon from patients with LR-MDS have abnormal levels of CD11b, CD11c, 
CD16 and CD56 expression and a high classical / proinflammatory Mon subset ratio. 
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As células estaminais hematopoiéticas são células multipotentes que dão origem aos 
diferentes tipos de células sanguíneas, sendo reguladas por fatores intrínsecos e extrínsecos, que 
permitem a sua proliferação e diferenciação. Estas células proliferam dando origem a um progenitor 
mielóide comum que, de acordo com os fatores de crescimento envolvidos, vai dar origem a 
linhagens celulares diferentes.
20
 Deste modo, o fator estimulante do crescimento de colónias de 
granulócitos e de macrófagos (GM-CSF, granulocyte monocyte-colony stimulating factor) e as 
interleucinas 3 (IL-3) e 5 (IL-5) regulam a produção e ativação das células hematopoiéticas, sendo o 
GM-CSF também responsável pela diferenciação em monócitos e granulócitos.
21
 Por outro lado, a 
trombopoietina e o recetor celular correspondente (Mpl) são responsáveis pela diferenciação 
megacariocítica
20
 e a eritropoietina e o seu recetor (EPOR, erytropoietin receptor) são responsáveis 
pela eritropoiese.
22
 E ainda, o fator estimulante da formação de colónias de granulócitos (G-CSF, 
granulocyte-colony stimulating factor) é a principal citocina responsável pela produção e função dos 
neutrófilos.
23
 (Ilustração 1)  
 
Ilustração 1: Hematopoiese e principais tipos de citocinas hematopoiéticas. A – ação restrita a uma linhagem celular; B – ação em 
múltiplas linhagens - as linhas a tracejado representam locais de atuação apenas em altas concentrações; C – ação sequencial, SCF atua 
nas células estaminais e progenitores eritróides precoces, Epo atua em células eritróides mais maduras. Abreviaturas: Epo, 
eritopoietina; G, granulócitos; GM-CSF, fator estimulador de colónias de granulócitos (granulocyte colony stimulating factor); M, 
monócitos e macrófagos; Eo, eosinófilos; Meg, megacariócitos; RBC, eritrócitos (red blood cells); SCF, fator das células estaminais 
(stem cell factor) (in Metcalf, D. Hematopoietic cytokines. Blood 111, 485–491 (2008)) 
O desenvolvimento e maturação das células hematopoiéticas nem sempre ocorrem de modo 
fisiológico. Os Síndromas Mielodisplásicos (SMD) compreendem um grupo heterogéneo de 
neoplasias hematológicas da linhagem mielóide e caraterizam-se por uma hematopoiese ineficaz 
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numa ou várias linhagens celulares, citopenias e risco aumentado de evolução para leucemia 
mielóide aguda (LMA).
1,2,3
 São, portanto, doenças das células estaminais.
2
 Na população em geral, 
por ano, ocorrem 5 casos de SMD em cada 100.000 pessoas.
24
 Este valor aumenta para 20 a 50 casos 
por 100.000 pessoas com idade superior a 60 anos.
3
 A idade média de diagnóstico é de 65 a 70 anos.
1
  
A causa dos SMD apenas é conhecida em 15% dos casos e compreende alterações 
citogenéticas, genéticas ou ambas, com possíveis alterações epigenéticas, as quais originam uma 
maior suscetibilidade das células progenitoras mielóides para a apoptose.
1
  
Quanto às alterações citogenéticas implicadas, a deleção parcial ou completa do braço longo 
do cromossoma 5, del(5q), é a mais frequente, ocorrendo em cerca de 10-15% dos doentes com SMD 
de novo. Quando isolada, define um subtipo específico de SMD, a síndrome 5q-, que está associada a 
menor risco de progressão para LMA e melhor prognóstico.
2
 
Relativamente às alterações de genes, como mutações, deleções ou alterações no número de 
cópias, sabe-se que ocorrem em mais de 90% dos doentes com SMD.
25
 Genes que codificam os 
fatores de transcrição (TP53 e ETV6) e genes envolvidos na regulação epigenética através da 
metilação (DNMT3A) ou da hidroximetilação (TET2, IDH1 e IDH2) das citosinas encontram-se 
frequentemente mutados. Além disso, têm sido descritas mutações recorrentes em genes implicados 
na modificação covalente das histonas (EZH2, UTX, ASXL1).
1,26,27
 Por outro lado, há estudos que 
reportam mutações nos genes envolvidos no splicing genético, responsáveis pelo processamento do 
pré-ARN mensageiro em ARN mensageiro maduro (SF3B1, SRSF2, U2AF1 e ZRSR2).
1,2,26,27
 
A classificação da Organização Mundial de Saúde (OMS), atualizada pela última vez em 
2008, estabelece os critérios para diagnóstico e classificação dos SMD.
4
 Baseia-se fundamentalmente 
em aspetos morfológicos do sangue periférico (SP) e da medula óssea (MO), nomeadamente a 
existência de citopenias, a percentagem de blastos, o tipo e grau de displasia, bem como na presença 
ou ausência de sideroblastos em anel na MO (Quadro 1). Deste modo, a classificação dos SMD 
baseia-se fundamentalmente em critérios morfológicos e exige o estudo da MO. Esta última pode ser 
normocelular ou hipercelular ou ainda, em raros casos, hipocelular, podendo também em 10% dos 
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As citopenias são fundamentais para o diagnóstico e geralmente correspondem às linhagens 
celulares que apresentam displasia, sendo que ambas podem atingir uma ou mais linhas celulares. 
Assim, para que se considere displasia, segundo a OMS, é necessário que esta seja observada em 
pelo menos 10% das células de uma mesma linhagem celular.
2
 
Quadro 1: Classificação dos Síndromas Mielodisplásicos segundo a classificação da Organização Mundial de Saúde de 2008 
Síndromas mielodisplásicos Sangue periférico Medula óssea 
Citopenias refratárias com 
displasia unilinhagem (anemia 
refratária, neutropenia refratária, 
trombocitopenia refratária). 
Uma ou duas citopenias; 
blastos <1%. 
Displasia observada em ≥10% de células 
de uma linhagem mielóide; <5% de 
blastos; <15% de sideroblastos em anel. 
Anemia refratária com 
sideroblastos em anel 
Anemia. Sem blastos 
circulantes. 
Displasia restrita à linhagem eritróide; <5% 
blastos; ≥15% sideroblastos em anel 
Citopenias refratárias com 
displasia multilinhagem 
Citopenia(s); <1% 
blastos; ausência de 
bastonetes de Auer; 
monócitos <1x109 /L. 
Displasia em ≥10% de células de, no 
mínimo, duas linhagens; <5% blastos; 
ausência de bastonetes de Auer; pode haver 
ou não >15% sideroblastos em anel. 
Anemia refratária com excesso de 
blastos tipo 1 
Citopenia(s); <5% 
blastos; ausência de 




Displasia observada em ≥10% de células 
de uma ou mais linhagens; 5% a 9% 
blastos; ausência de bastonetes deAuer. 
Anemia refratária com excesso de 
blastos tipo 2 
Citopenia(s); 5-19% 
blastos; pode haver ou 
não bastonetes de Auer; 
monócitos <1x109 /L. 
Displasia observada em ≥10% de células 
de uma ou mais linhagens; 10% a 19% 




Citopenias; <5% blastos. Displasia observada em ≥10% de células 
em uma ou mais linhagens mielóides 
quando acompanhadas de anormalidades 
citogenéticas presuntivas de SMD; blastos 
<5%. 
Síndrome mielodisplásico 
associado a del(5q) 
Anemia; contagem de 
plaquetas normal ou 
elevada; blastos <1%. 
Megacariócitos normais ou aumentados 
com núcleos hipolobulados; blastos <5%; 
anormalidade citogenética del(5q) isolada; 
ausência de bastonetes de Auer. 
Adaptado de Adès, L., Itzykson, R. & Fenaux, P. Myelodysplastic syndromes. Lancet 383, 2239–2252 (2014). 
Para tentar determinar o prognóstico dos doentes com SMD surgiram diversos esquemas de 
pontuação, sendo o International Prognostic Scoring System (IPSS) o esquema mais usado. Neste 
esquema, a pontuação é atribuída conforme a percentagem de blastos na MO, número de citopenias 
(Quadro 2), número e tipo de alterações citogenéticas.  
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Quadro 2. International Prognostic Scoring System para os Síndromas Mielodisplásicos 
 Pontuação 
 0 0,5 1,0 1,5 2,0 
Percentagem 
de blastos na 
medula óssea 
<5 5-10 - 11-20 21-30 
Número de 
citopenias* 





















/l; hemoglobina <10 g/dl; neutrófilos <1.8x10
9
/l. 
Adaptado de Adès, L., Itzykson, R. & Fenaux, P. Myelodysplastic syndromes. Lancet 383, 2239–2252 (2014). 
O IPSS permite estimar o prognóstico tendo em conta a pontuação total obtida nos 
parâmetros acima referidos (Quadro 3). O score inicialmente proposto foi posteriormente revisto, 
usando os mesmos parâmetros mas com limiares diferentes.
1
 
Quadro 3. Estratificação de risco clínico dos Síndromas Mielodisplásicos, de acordo com o International Prognostic 
Scoring System 
 Risco 
Grupo de risco Baixo Intermédio 1 Intermédio 2 Alto 
Pontuação 0 0,5-1,0 1,5-2,0 ≥2,5 
Proporção de doentes com SMD 33% 38% 22% 7% 
Sobrevida média (anos) 5,7 3,5 1,2 0,4 
Tempo até à evolução para leucemia aguda em 
25% dos casos (anos) 
9,4 3,3 1,1 0,2 
Adaptado de Adès, L., Itzykson, R. & Fenaux, P. Myelodysplastic syndromes. Lancet 383, 2239–2252 (2014). 
Nos últimos anos, a citometria de fluxo (CF) tem vindo a desempenhar um papel cada vez 
mais relevante no estudo dos SMD, sobretudo nos casos em que a avaliação citomorfológica é difícil. 
Há estudos que demonstram que é possível distinguir, por CF, subtipos de SMD com prognóstico 
distinto,
7,8 bem como entre SMD e citopenias de outra natureza.
28
 No entanto, a maioria destes 
estudos foi realizada em amostras de MO e poucos se dedicaram ao estudo das células do SP. Destes 
últimos, alguns descreveram alterações das caraterísticas de dispersão da luz dos neutrófilos de 
doentes com SMD, em resultado da hipogranulação.
16
 Outros estudos reportaram alterações na 
expressão de várias moléculas na membrana dos neutrófilos de doentes com SMD comparativamente 
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a indivíduos saudáveis, como é o caso da expressão anormal de CD10, CD11a CD11b, CD18, CD35, 
CD44, CD53, CD66, CD67, CD69 e CD116.
16,18  
Dada a importância dos fatores de crescimento, G-CSF e GM-CSF, na maturação dos 
neutrófilos e dos monócitos é de esperar que ocorram alterações da expressão dos respetivos 
recetores, G-CSFR e GM-CSFR, na superfície destas células e que tenha significado funcional. No 
entanto, tanto quanto é do nosso conhecimento, até ao momento apenas três estudos investigaram a 
expressão destes recetores nas células de SP de doentes com SMD. Um estudo descreveu alterações 
na expressão do G-CSFR (CD114).
29
 Outro estudo descreveu alterações da cadeia α do recetor do 
GM-CSF (CD116).
16
 Estas alterações também foram relatadas ao nível da cadeira  deste último 
recetor, a cadeia  comum (c) aos recetores do GM-CSF, da IL-3 e da IL-5 (CD131).30 No entanto, 
o conhecimento sobre estas alterações é ainda escasso e as metodologias usadas necessitam de ser 
otimizadas.  
Neste estudo propomos avaliar, por CF, a expressão de várias moléculas, incluindo recetores 
de fatores de crescimento (GM-CSFR e G-CSF-R), na membrana dos neutrófilos e dos monócitos do 
SP de doentes com SMD, por comparação com a observada em indivíduos saudáveis, assim como 
nas células blásticas eventualmente presentes no SP dos doentes. Para além de estabelecer o valor 
destas alterações para o diagnóstico, pretendemos investigar se existem diferenças entre os diversos 
subtipos de SMD, no que respeita à expressão destas moléculas. 
Enquadramento teórico  
A citometria de fluxo (CF) é um método altamente sensível para a avaliação quantitativa e 
qualitativa das células hematopoiéticas,
6,5 e tem sido usada para estudar doentes com suspeita de 
SMD ou com SMD confirmado, nomeadamente para avaliar de que modo a imunofenotipagem 
celular pode ajudar a estabelecer o diagnóstico, estimar o prognóstico e monitorizar a doença.
7
 A 
maioria dos estudos foi realizada em amostras de medula óssea (MO), e neles foram avaliados quer a 
expressão isolada de algumas moléculas na superfície das células blásticas e das restantes células da 
linha mielóide, quer os perfis imunofenotípicos associados à maturação e diferenciação das células 
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De uma forma geral, a CF parece contribuir para o estudo dos casos em que existe displasia 
mínima, insuficiente para o diagnóstico de SMD, e dos casos sem alterações citogenéticas, visto que 
estas só ocorrem em 50% dos doentes.
9
 Também parece ser importante para o estudo de displasia nos 
casos que apresentam hipocelularidade e/ou fibrose da MO, em que os estudos citológicos e 
citogenéticos são difíceis e/ou inconclusivos.
5
 Por outro lado, a CF pode ajudar no diagnóstico 
diferencial entre SMD de baixo risco e citopenias de outra natureza.
28
 Este exame auxiliar de 
diagnóstico pode contribuir para a distinção entre a anemia refratária e citopenia refratária com 
displasia multilinhagem, entidades que apresentam sobrevidas diferentes, sendo que os doentes com 
citopenias refratárias com displasia multilinhagem apresentam menor sobrevida que os doentes com 
anemia refratária.
8
 Além destas duas entidades referidas, a citometria pode contribuir para o 
diagnóstico dos restantes subtipos de SMD, inclusivamente os casos 5q-.
7
  
Há estudos que indicam que a CF é mais sensível do que a avaliação morfológica para estudo 
da dismielopoiese. Em um desses estudos, foi detetada uma maturação anormal em 98% dos casos de 
SMD, ao passo que a avaliação morfológica teve uma sensibilidade de 80%, com concordância de 
78% dos casos em que havia estudo morfológico e imunofenotípico; além disso, em 75% dos casos 
com morfologia indeterminada, a CF revelou-se informativa, uma vez que demonstrou anomalias 
imunofenotípicas em duas ou três linhas celulares, aspetos não presentes em indivíduos sem SMD.
5
 
Segundo outro estudo, verificou-se cerca de 82% de concordância entre a citomorfologia e a CF em 
doentes já com diagnóstico definitivo de SMD; ainda, 22.7% dos doentes que apresentavam displasia 
discreta por citomorfologia, tinham evidência clara de SMD por CF. Por outro lado, 50% dos doentes 
sem displasia citomorfológica mas com alterações citogenéticas, apresentavam alterações 
imunofenotípicas que indicavam SMD e em 47.8% dos doentes com displasia discreta identificada 
pela citomorfologia e alterações citogenéticas, a CF identificou esses doentes com tendo SMD.
10
 Em 
um estudo mais recente, realizado em 2013, em que a CF permitiu fazer o diagnóstico de SMD na 
primeira avaliação, verificou-se uma concordância de 50.1% deste diagnóstico, numa fase posterior, 
por citomorfologia, citogenética ou genética molecular.
9
 
Outro aspeto que merece ser abordado é o fato de grande parte dos estudos realizados por CF 
em doentes com SMD ter sido feito em amostras de medula óssea (MO). Deste modo, torna-se 
relevante fazer, primeiramente, uma reflexão sobre o estado da arte no que respeita ao papel da CF 
no estudo dos SMD em amostras de MO, sendo igualmente fundamental refletir sobre o uso desta 
técnica, nesta mesma patologia, tendo como amostra biológica o SP.  
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Para a identificação de eventuais alterações fenotípicas é necessário saber o que procurar e 
onde procurar e, sendo assim, um estudo identificou, com base na CF, que quase todos os doentes 













aumentados nos indivíduos com SMD, por comparação com os indivíduos sem SMD.
11
 Os 
mieloblastos são caraterizados por expressar CD34, que está presente em todos os precursores 
hematopoiéticos.
32
 No entanto, em doentes com SMD pode ocorrer a perda da expressão de CD45 e 
até de CD34 nestas células.
7
 
Ainda relativamente à displasia mielóide verifica-se portanto um aumento na percentagem de 





), sem alteração na proporção de neutrófilos em fase II e III.
33
  





expressão de CD34 e CD19, encontram-se significativamente diminuídas nos doentes com SMD em 
relação aos indivíduos sem SMD.
11
 Segundo um estudo realizado em 2006, já havia sido constatada 







doentes com SMD de baixo risco, embora esta diminuição não seja, por si só, suficiente para fazer o 
diagnóstico.
15
 Esta diminuição das células B precursoras deve-se a uma redução na expressão de 
alguns genes envolvidos no desenvolvimento dos linfócitos B (CD24, POU2AF1, VPREB 1, 
VPREB 3, CD79B, DNTT, PAX5, LEF1 e BACH1).
34
 Este aspeto também é apoiado pela evidência 
na CF de uma diminuição da maturação dos precursores das células B.
34
 
Além deste padrão de expressão de linhagens celulares identificado nos SMD a partir da CF, 
foram encontradas alterações imunofenotípicas ao nível da expressão de antigénios das diferentes 
linhas celulares. Assim, constatou-se que existiam alterações na expressão antigénica nos 
mieloblastos mais frequentes em doentes com SMD, classificados segundo critérios 
citomorfológicos, que nos doentes sem SMD ou com suspeita de SMD
10,11,15, estando estas alterações 
presentes em maior número à medida que se dava a progressão da doença.
13
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Deste modo, fizeram-se vários estudos para identificar quais as alterações que ocorriam, por 
exemplo, nos mieloblastos e verificou-se que os doentes com SMD apresentavam mais 
frequentemente alterações na expressão de CD11b, CD56, CD7 relativamente a indivíduos sem 
SMD, sendo que estes dois últimos antigénios bem como o CD5 são designados de marcadores de 
infidelidade, uma vez que se expressam em linhagens celulares onde normalmente não são 
identificados.
10,11 Outras alterações identificadas foram, por exemplo, a expressão aumentada ou 
diminuída de CD34, HLA-DR, CD13 e CD117.
10,11 A expressão de CD7, CD56 e CD117 foi 
associada a um aumento da percentagem de blastos na MO, ao passo que a expressão de CD10, 




Os antigénios CD11b e CD15 previamente mencionados estão relacionados com a maturação 
mielóide, ao passo que os CD4, CD10 e CD56 estão relacionados com a maturação linfóide e os 
antigénios CD13, CD33, CD117 e CD133 se expressam habitualmente nas células da linha mielóide, 
podendo a sua expressão estar alterada nos SMD.
15
  
A ocorrência de uma só alteração imunofenotípica na linhagem mielóide não permite concluir 
que se trata de um SMD e devem ser detetadas várias anomalias imunofenotípicas nas células da 
linha granulocítica para que se possa afirmar que um doente apresenta mielodisplasia.
7,36 Ainda 
assim, verificou-se que existe uma correlação entre o número total de antigénios anormalmente 
expressos e o aumento do “International Prognosis Scoring System score” (IPSS) tanto na linha 
mielóide e na linha monocítica em maturação, como nas células blásticas.
10,11,13 
Uma vez identificados alguns aspetos que através da CF podem contribuir para o diagnóstico 
de SMD, tornou-se também importante determinar em que medida as alterações identificadas 
permitiam estimar o prognóstico. Deste modo, há estudos que sugerem que as anomalias fenotípicas 
nos blastos e no perfil fenotípico maturativo das células das linhas mielóide e monocítica se 
correlacionam com o IPSS.
13
 Assim, verificou-se existir uma relação entre a expressão de 
marcadores de infidelidade e a ocorrência de um prognóstico desfavorável, havendo nesses casos 
uma maior necessidade transfusional e maior risco de progressão da doença. Verificou-se, também, 
que existia uma relação entre a expressão de CD34 em células blásticas CD45
low
 e o prognóstico dos 
doentes com SMD. Além disso, níveis elevados de CD36 nas células blásticas CD45
low 
revelaram 
estar associados a pior prognóstico.
27
 A expressão de alguns antigénios nas células blásticas, como é 
o caso do CD7 e CD117, parece estar associada a uma evolução clínica desfavorável, sendo a 
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expressão de CD7 um fator de risco independente para mau prognóstico; em contraste, a expressão 
de CD10 e CD15 parecem ser mais prevalentes em SMD de baixo risco. 
11,31  
Diferenciação granulocítica 
Relativamente à displasia mielóide, parece existir uma relação entre a hipogranulação dos 
neutrófilos e uma diminuição do seu SSC (orthogonal side scatter), avaliado por CF. No entanto, a 
diminuição do SSC, por si só, não faz o diagnóstico desta patologia.
10,11,12  
Nos neutrófilos maduros, comummente definidos pela expressão intermédia de CD45 e pelo 
seu perfil brilhante no SSC,
7
 a alteração na expressão de antigénios observa-se mais frequentemente 
em doentes com SMD confirmado por citomorfologia que nos doentes sem SMD ou com SMD 
suspeita segundo a citomorfologia.
5,10  
Além disso, a disgranulopoiese está associada a alterações na expressão de alguns antigénios, 
nomeadamente, CD2, CD7, CD10, CD11b, CD13, CD14,CD15, CD16, CD34, CD56, CD64 e HLA-
DR.
5,10,11,13,14  
Nos granulócitos, a expressão anormal de alguns antigénios é mais frequente em doentes com 
alteração no cariótipo do que em doentes com um cariótipo normal. É o caso da expressão anormal 
de CD13/CD16, CD11b/CD16, CD56, CD33 e CD64.
10
  









Relativamente à análise de monócitos por CF, sabe-se que estas células se caraterizam pela 




Nos doentes com SMD, verifica-se que os valores de SSC dos monócitos são inferiores aos 
dos monócitos de indivíduos saudáveis.
11
 À semelhança do que acontece nos granulócitos, a 
alteração na expressão de antigénios nos monócitos observa-se mais frequentemente em doentes com 
SMD com diagnóstico confirmado por citomorfologia que nos doentes sem SMD ou com suspeita de 
SMD segundo a citomorfologia.
10,11 Assim, os monócitos de doentes com SMD com alterações 
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citogenéticas, parecem apresentar mais frequentemente expressão de CD56 do que os monócitos de 
doentes com SMD sem alterações citogenéticas. Além desta alteração, foram referidas outras, 
nomeadamente ao nível da expressão de CD2, CD13 e CD16, as quais ocorriam mais frequentemente 
em doentes com SMD já diagnosticado por citomorfologia, ainda que também ocorressem em 
doentes com suspeita SMD.
10,11 Foram, igualmente, identificadas alterações fenotípicas dos 
monócitos ao nível da expressão de CD14, CD36 e HLA-DR, bem como alterações na expressão de 
CD34 e marcadores de infidelidade como o CD5, CD7 e CD56.
11
 
Diferenciação eritróide e megacariocítica 
A linhagem eritróide e megacariocítica são mais difíceis de avaliar por CF, havendo por isso 
informação mais escassa relativa a estas linhas celulares.
5,36 Assim, ainda que as linhas eritróide e 
megacariocítica não sejam alvo de investigação no presente estudo, revela-se igualmente essencial 
fazer uma reflexão sumária sobre a avaliação por CF destas linhas celulares. 
A displasia eritróide é um dos achados mais frequentemente encontrados nos doentes com 
SMD, sendo inclusivamente a única alteração morfológica encontrada na anemia refratária e na 
anemia refratária com sideroblastos em anel.
36
 No entanto, o estudo das células da linha eritróide, 
que, por CF são identificadas pela ausência de expressão de CD45 e pelas caraterísticas de dispersão 
da luz, tem-se revelado difícil, uma vez que existe um número mais limitado de anticorpos 
disponíveis para estudar a displasia eritróide. Deste modo, o conhecimento das alterações 
imunofenotípicas presentes nesta linhagem é mais limitado.
7
 
Alguns aspetos já foram, contudo, investigados, como é o caso dos níveis anormais de CD71 
(receptor da transferrina) e de CD235a (glicoforina A), assim como de expressão assíncrona de 
CD45, CD71 e CD235a.
5
 Assim, inferiu-se que a expressão alterada de CD71 era mais comum nos 




Apesar da pouca informação relativa a esta linhagem, dados apontam que a partir da 
avaliação do metabolismo das proteínas do ferro é possível classificar mais de 90% dos SMD.
36
 
Adicionalmente, nos doentes com SMD com alterações imunofenotípicas na CF, a 
probabilidade de resposta ao tratamento com Epo e G-CSF é 37 vezes menor, à semelhança da 
diminuição da probabilidade de resposta de 10 vezes inferior no caso de níveis elevados de Epo.
37
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Já no que respeita à linha megacariocítica, a avaliação por CF pouco tem acrescentado ao 
conhecimento comparativamente à avaliação morfocitológica.
5
 
Assim, espera-se que com o futuro desenvolvimento de anticorpos destinados à linha eritróide 




Apesar da colheita de SP ser menos invasiva que a colheita de MO, pouca informação existe 
relativamente ao uso da CF para o estudo do SP de doentes com SMD, tornando-se portanto 
importante a realização de mais estudos de investigação neste área.  
Ainda assim, algumas conclusões são já possíveis a partir dos estudos publicados. Deste 
modo, tal como havia sido demonstrado em estudos na MO, também no SP se observou uma 
diminuição do SSC dos neutrófilos do SP de doentes com SMD comparativamente aos indivíduos 
sem essa patologia, refletindo este achado a hipogranulação destas células.
16
 
Verificou-se também existir uma maior expressão de CD66 e de CD11a nos neutrófilos de SP 
de doentes com SMD,
16
 relacionada com ativação celular e com o aumento da adesão celular 
mediada pelo complexo CD11/CD18,
38
 achado este que apoia a hipótese de que os 
polimorfonucleares dos doentes com SMD apresentam um fenótipo ativado.
18
 Segundo Parker et al., 
em fases precoces da doença parece existir uma atividade apoptótica acelerada das células mielóides, 




 Verificou-se ainda haver uma expressão anormal de CD10 nos neutrófilos de SP de doentes 
com SMD,
16
 marcador de apoptose,
40
 assim como de CD116, a subunidade α do GM-CSFR.16 
Relativamente ao antigénio CD10, a partir de estudos realizados no SP, surgiu a hipótese da 
expressão normal deste antigénio estar relacionada com um melhor prognóstico, devido à sua 
associação com SMD de baixo grau. Assim, verificou-se haver uma diminuição da expressão desta 
molécula nos neutrófilos de doentes com SMD de alto risco e em doentes com leucemia 
mielomonocítica crónica em comparação com doentes com citopenias sem SMD e com doentes com 
SMD de baixo risco. Além disso, a expressão de CD10 parece apresentar uma relação com um índice 
de prognóstico, o “World Health Organization Prognostic Scoring System” (WPSS).17 
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Fatores de crescimento e seus recetores 
Atualmente, vários fatores de crescimento se encontram estudados, mas, dada a 
especificidade do presente trabalho de investigação, será apenas feita referência a dois fatores de 
crescimento, o GM-CSF e G-CSF e respetivos recetores, GM-CSFR e G-CSFR. 
GM-CSF e seu recetor 
O GM-CSF e o seu recetor, GM-CSFR, são responsáveis por transmitir diversos sinais com 
impacto na função celular, nomeadamente, protegem as células da apoptose e permitem a sua 
progressão do ciclo celular e a sua diferenciação das células em células da linha mielóide.
21
 
O GM-CSFR é um heterodímero composto por uma cadeia α (GMRα) e uma cadeia  (c), 
sendo a primeira a principal subunidade de ligação do GM-CSF e a segunda a principal subunidade 
de sinalização. Habitualmente, ambas as subunidades se expressam nos leucócitos, mas a subunidade 
α expressa-se com intensidade mais forte.21 
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Estruturalmente o GM-CSFR é um complexo hexamérico formado por 2 moléculas GM-CSF, 
2 cadeias α e 2 cadeias c, havendo 3 locais de interação: o primeiro entre o GM-CSF e a cadeia α do 
GM-CSFR; o segundo entre o GM-CSF e a cadeia c do GM-CSFR; e o terceiro entre as cadeias  e 
c do GM-CSFR. Para que se dê a ativação do GM-CSFR é necessária a ligação da tirosina cinase 
Jak2 à subunidade c, ligação esta essencial para a transfosforilação que dá início ao sinal que 
permite a atividade biológica. A transfosforilação da cadeia c só é possível devido à formação de 
um complexo dodecamérico formado por dois complexos hexaméricos relacionados; este complexo 
dodecamérico permite também a interacção entre cadeias α, fundamental para a transdução do 
sinal.
21
 (Ilustração 2). 
 
  
Ilustração 2: Estrutura do GM-CSFR na forma de complexo hexamérico tal qual como se encontra na superfície celular. Um 
monómero da cadeia c encontra-se a verde (cadeira a) e o outro monómero a azul escuro (cadeia b). O GM-CSF encontra-se a 
magenta e a cadeia alfa do seu recetor, GMRα, a vermelho. Os três locais de interacção também se encontram representados (sites I-
III). A tracejado estão demonstradas as regiões transmembranares. As moléculas Jak2 encontram-se representadas a azul claro. 
Abreviaturas: GM-CSF, granulocyte monocyte colony stimulating factor; GMR, granulocyte monocyte colony stimulating factor 
receptor (in Hercus, T. R. et al. The granulocyte-macrophage colony-stimulating factor receptor: linking its structure to cell signaling 
and its role in disease. Blood 114, 1289–1298 (2009)) 
 
Shikama et al. verificaram existir uma diminuição da expressão das cadeias c (CD131) e α 
(CD116) do GM-CSFR nos neutrófilos, em cerca de 50% e de 20% dos doentes com SMD, 
respetivamente. Observaram também que a diminuição na expressão de c era maior em doentes 
com estadios mais avançados da doença, incluindo anemia refratária com excesso de blastos (AREB) 
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ou com AREB em transformação do que nos doentes com anemia refratária ou com anemia refratária 
com sideroblastos em anel. Por outro lado, a diminuição da expressão da cadeia c parecia estar 
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G-CSF e seu receptor 
O G-CSF permite a maturação final dos neutrófilos e a sua concentração aumenta durante as 
infeções devido a numerosos estímulos inflamatórios como a interleucina-1 (IL-1) e o fator de 
necrose tumoral alfa (TNFα). 23,41 A expressão do seu recetor, G-CSFR (CD114), na linha 
granulocítica aumenta em estadios tardios da maturação e correlaciona-se com a sensibilidade ao G-
CSF.
23
 Estruturalmente, o G-CSFR é composto 
por um domínio homólogo recetor de citocinas 
(CRH domain), um domínio tipo Ig e três 
domínios semelhantes à fibronectina tipo III na 
região extracelular. O G-CSFR contém ainda 
uma região intracelular sem atividade catalítica 
intrínseca (Ilustração 3). 
A activação deste receptor induz a 
transfosforilação das proteínas tirosina cinase 
Jak (Jak1 e Jak2), o que permite a transdução do 
sinal. Por outras palavras, a região proximal da 
membrana do G-CSFR liga-se ao passo 
que a região distal regula a expressão 
génica e a diferenciação granulocítica. 
Esta região contém quatro tirosinas cinase 
que sofrem fosforilação mediada pelo 
recetor associado às cinases da família Jak, havendo assim recrutamento de moléculas de sinalização 
intracelular e promovendo assim a maturação granulocítica.
23
  
Relativamente à expressão do G-CSFR (CD114) nas células da linhagem mielóide de doentes 
com SMD, avaliada por CF, verifica-se que este pode apresentar uma intensidade tanto aumentada 
como diminuída em comparação com indivíduos sem a patologia. Em indivíduos sem SMD, a 
expressão de CD114 tem início numa fase precoce das células blásticas e aumenta a sua densidade 
numa fase tardia dos blastos, sendo o pico da densidade de CD114 alcançado na fase promielócito.
29
 
Ilustração 3: Representação esquemática do GM-CSF e G-CSF 
demonstrando as suas unidades estruturias. (Legenda: G-CSF,  granulocyte 
colony stimulating factor; G-CSF receptor,  granulocyte colony stimulating 
factor receptor; GM-CSF, granulocyte monocyte colony stimulating factor; 
GM-CSF receptor, granulocyte monocyte colony stimulating factor 
receptor;  FBNIII domains- domínio da fibronectina tipo II) (in Hamilton, 
J. A. Colony-stimulating factors in inflammation and autoimmunity. Nat. 
Rev. Immunol. 8, 533–544 (2008)) 
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Problemas 
Os critérios de diagnóstico dos SMD são essencialmente morfológicos, com recurso a 
amostras de MO, cuja colheita exige métodos invasivos e cuja avaliação pode ter algumas limitações, 
nomeadamente em casos em que existe mielofibrose e/ou em que a MO é hipocelular. Da mesma 
forma, a maioria dos estudos em que foi avaliada a utilidade da CF para diagnóstico de SMD foi 
realizada em amostras de MO. Por outro lado, embora estudos anteriores tenham documentado 
alterações da expressão de várias moléculas nas células de doentes com SMD, a informação sobre a 
expressão dos recetores dos fatores de crescimento, GM-CSF e G-CSF, nas células destes doentes é 
ainda muito escassa.  
Deste modo, surge a necessidade de avaliar, por CF, as alterações fenotípicas das células de 
SP de doentes com SMD, em particular no que respeita à expressão dos recetores para fatores de 
crescimento, GM-CSF e G-CSF. 
Questões 
Quais são as alterações fenotípicas encontradas nos neutrófilos e nos monócitos de SP de 
doentes com SMD, por comparação com indivíduos adultos saudáveis? Em particular, quais são as 
alterações da expressão dos recetores para fatores de crescimento, GM-CSFR e G-CSFR? Na 
presença de alterações de expressão destes recetores, existirão diferenças entre os diferentes subtipos 
de SMD? E haverá alguma correlação com a resposta dos doentes aos fatores de crescimento?  
Objetivos do estudo 
Com o presente estudo pretende-se: a) avaliar, por CF, a existência de alterações na expressão 
de várias moléculas nos neutrófilos e nos monócitos de SP de doentes com SMD, com especial 
relevo para o GM-CSFR e o G-CSFR; b) avaliar se estas alterações, caso existam, diferem conforme 
o subtipo de SMD; e, se possível, c) avaliar se existe relação entre as alterações da expressão de GM-
CSF e G-CSF e a resposta ao tratamento com fatores de crescimento. Por último, pretende-se 
confrontar os resultados obtidos com os dos estudos publicados até ao momento sobre este assunto.  
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Intervenientes 
Instituições, Departamentos e Serviços 
 Centro Hospitalar do Porto (CHP). 
o Hospital de Santo António (HSA). 
 Departamento de Medicina (DM). 
 Serviço de Hematologia Clínica (SHC). 
o Laboratório de Citometria (LC) 
Equipa de Investigação 
Constituição 
Aluno 
 Ana Aires, aluna da Disciplina de Iniciação à Investigação Clínica (DIIC) do Curso de 
Mestrado Integrado em Medicina (MIM) do ICBAS/UP 
Orientadores do projeto 
 Margarida Lima: médica, especialista em imunohemoterapia, assistente hospitalar 
graduada do SHC do HSA/CHP; responsável pelo LC do SHC do HSA/CHP; professora 
auxiliar convidada do ICBAS/UP e responsável pela DIIC (Orientadora) 
 Maria dos Anjos Teixeira: médica, especialista em imunohemoterapia, assistente 
hospitalar graduada do LC do SHC do HSA/CHP (Coorientadora). 
Supervisora 
 Margarida Lima: médica, especialista em imunohemoterapia, assistente hospitalar 
graduada do SHC do HSA/CHP; professora auxiliar convidada do ICBAS/UP e 
responsável pela DIIC 
Outros investigadores 
 Ana Spínola, médica interna de imunohemoterapia, SHC do HSA/CHP. 
 Marta Gonçalves, licenciada em bioquímica, técnica superior de saúde, LC do SHC do 
HSA/CHP 
 Cristina Gonçalves, médica especialista em hematologia clínica, assistente hospitalar 
graduada, SHC do HSA/CHP; diretora do Hospital de Dia do CHP; professora auxiliar 
convidada do ICBAS/UP. 
 Ana Sofia Jorge, médica interna de hematologia clínica, SHC do HSA/CHP. 
 Cláudia Moreira, médica interna de hematologia clínica, SHC do HSA/CHP. 
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Funções e responsabilidades 
 A conceção e elaboração da proposta e a execução do projeto são da responsabilidade da 
aluna; 
 As orientadoras acompanharão a aluna na elaboração de proposta, na execução do projeto 
e na análise e interpretação dos resultados; 
 A regente da DIIC supervisionará todas as fases do projeto, desde a sua conceção até à 
apresentação dos resultados, passando pela sua execução e análise/interpretação dos 
dados; 
 Os restantes investigadores colaborarão em aspetos específicos do projeto, conforme 
especificado adiante. 
Tempo dedicado ao projeto 
O tempo dedicado ao projeto pela equipa de investigação será o indicado na Quadro 4. 
Quadro 4: Tempo dedicado ao projeto  
Nome e apelido Função % Tempo de dedicado ao projeto Nº de meses Pessoas * Mês 
Ana Aires Aluna 10.0% 22 2.20 
Margarida Lima Orientadora 2.5% 22 0.55 
Supervisora 2.5% 22 0.55 
Maria dos Anjos 
Teixeira 
Coorientadora 2.5% 22 0.55 
Ana Spínola Investigadora 2.5% 22 0.55 
Marta Gonçalves Investigadora 2.5% 22 0.55 
Cristina 
Gonçalves 
Investigadora 1.0% 22 0.22 
Ana Sofia Jorge Investigadora 1.0% 22 0.22 
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Condições e motivações para a realização do estudo 
Capacidades instaladas e recursos disponíveis 
O presente estudo decorrerá nas instalações do LC do SHC do HSA/CHP, o qual dirige o seu 
estudo para as doenças hematológicas. É composto por vários profissionais da área da saúde (3 
médicos, 2 técnicos superiores de saúde e 3 técnicos de diagnóstico e terapêutica) com grande 
experiência nesta área. Diariamente recebe amostra biológicas do CHP, mas também outras 
instituições da Região Norte do País, perfazendo um total de cerca de 3.500 amostras/ano.  
No referido laboratório existe o equipamento necessário para a realização do presente estudo, 
nomeadamente quatro citómetros de fluxo (2 citómetros FACSCanto II, da Becton e Dickinson, e 2 
citómetros Navios, da Beckman Coulter), um contador hematológico automático, centrífugas, 
frigoríficos e arcas congeladoras. Além deste equipamento, o LC dispõe também de computadores e 
aplicações informáticas necessárias para a análise dos dados obtidos, em concreto o software 
Infinicyt da Cytognos. 
Mérito da equipa de investigação 
Nos últimos anos, têm sido realizados no LC do SHC do HSA/CHP diversos projetos de 
investigação na área da citometria aplicada ao estudo das doenças hemato-oncológicas. A equipa de 
investigação tem também apoiado ao longo do tempo inúmeros trabalhos académicos nesta área. 
Como consequência, a mesma esquipa conta mais de 80 artigos publicados em revistas indexadas na 
MedLine. Além disso, integra um consórcio europeu, o grupo Euroflow, vocacionado para o 
diagnóstico imunofenotípico das neoplasias hematológicas.  
Motivações pessoais para a realização do estudo 
A decisão de realizar um projeto de investigação clínica prende-se com o fato de sentir que 
me faltava uma formação mais específica na área da investigação. Efetivamente, a componente 
formativa do MIM é essencialmente dirigida às áreas clínicas. Deste modo, senti que, da minha 
parte, havia falhas na minha formação pessoal que queria colmatar fazendo um projeto de 
investigação que me iria permitir saber quais os passos necessários e quais as dificuldades para a 
concretização de um projeto deste tipo. Por outro lado, considero que cada vez mais um médico 
necessita de aliar às competências clínicas as competências de investigação e considero que este é o 
melhor momento para as adquirir, na tentativa de contribuir para a minha constante formação e o 
conhecimento em saúde. 
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Quanto à área do projeto tinha uma certeza: teria que ser uma área clínica da Medicina. A 
Hematologia, em concreto o estudo dos SMD, foi uma proposta da Professora Doutora Margarida 
Lima que me contagiou com o seu entusiasmo pela investigação clínica na área das doenças hemato-
oncológicas. Rapidamente o interesse foi aumentando mais e mais à medida que lia sobre o assunto, 
e penso que a curiosidade pela área e a vontade de trabalhar foram as principais motivações que me 
levaram a aceitar esta área da Medicina que sempre me interessou mas que paradoxalmente me 
assustava porque achava uma área complexa. 
Metodologia 
Critérios de revisão da literatura 
Para a presenta revisão bibliográfica foi consultada, através da PubMed, a base de dados 
Medline, usando para isso alguns critérios para tornar a pesquisa mais específica, como o assunto, o 
tipo de artigo, a data e a língua de publicação. No que respeita ao assunto, as palavras-chave 
selecionadas foram: myelodysplastic syndromes, diagnosis, classification, flow cytometry, bone 
marrow, peripheral blood, GM-CSF, GM-CFS receptor, G-CSF, G-CSF receptor, neutrophils e 
monocytes. A pesquisa foi restrita aos artigos redigidos em inglês e foi dada preferência aos artigos 
publicados durante os últimos 5 anos. No entanto, foram também consultados, pela sua relevância, 
alguns artigos publicados mais antigos. Na primeira fase, para uma visão geral sobre o tema, foram 
consultados artigos de revisão, e, numa segunda fase, a pesquisa restringiu-se apenas a artigos 
originais. Outras fontes de informação foram facultadas pela orientadora Prof. Doutora Margarida 
Lima e pela coorientadora Dra. Maria dos Anjos Teixeira. 
Desenho do estudo 
Tipo de estudo 
Estudo de investigação clínica, nacional e institucional, de caráter analítico, observacional e 
transversal, de tipo caso-controlo e de âmbito laboratorial, aplicado à clínica. 
Universo, população e amostra 
Universo: Doentes adultos com SMD 
População: Doentes adultos com SMD com diagnóstico estabelecido através dos critérios de 
classificação da OMS, seguidos na Consulta de Hematologia do CHP. 
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Amostra: Tamanho pretendido para os casos: 30 doentes; Tamanho pretendido para os 
controlos: 30 indivíduos adultos saudáveis;  
Seleção dos participantes 
Amostragem não aleatória, por conveniência, consecutiva até ser atingido o tamanho 
pretendido para a amostra. 
Casos: Serão selecionados os doentes com SMD seguidos na consulta de Hematologia do 
HSA/CHP entre setembro de 2015 e junho de 2015, até atingir o tamanho pretendido para a 
amostra. 
Controlos: Serão selecionados dadores benévolos de sangue do SHC do HSA/CHP, de entre 
aqueles que se apresentem para doar sangue durante o período acima referido, até atingir o 
tamanho pretendido para a amostra. 
Critérios de elegibilidade  
Critérios de inclusão 
Doentes: Ter idade igual ou superior a 18 anos; ter diagnóstico de SMD, de acordo com os 
critérios estabelecidos pela classificação da OMS de 2008; frequentar a consulta de 
Hematologia do HSA/CHP; ter assinado, de forma livre e esclarecida, o termo de 
consentimento informado, concordando com a colheita de SP para a realização das análises 
de investigação propostas. 
Controlos: Ter idade igual ou superior a 18 anos; ser dador benévolo de sangue do SHC do 
HSA/CHP; preencher os requisitos que permitam a dádiva de sangue; assinar, de forma livre 
e esclarecida, o termo de consentimento informado, concordando com a colheita de uma 
amostra de SP para a realização das análises de investigação propostas. 
Critérios de exclusão 
Doentes: Estar a fazer ou ter feito, nos 3 meses precedentes, tratamento com quimioterapia, 
fatores de crescimento (GM-CSF ou G-CSF) ou imunossupressores; ter ou ter tido infeções 
nos 3 meses precedentes; ter ou ter tido outra doença oncológica (Nota: transfusões 
sanguíneas e terapêutica com EPO não são fatores de exclusão). 
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Controlos: Ser a primeira dádiva de sangue; ter antecedentes de doença oncológica; ter ou ter 
tido infeções nos 3 meses precedentes. 
Plano de trabalho 
Tarefas associadas ao projeto 
Lista de tarefas 
Durante a execução do projeto estão previstas as tarefas mencionadas na Quadro 5. 








Data de início 
(dia/mês/ano) 
Data de conclusão 
(dia/mês/ano) 










Ana Sofia Jorge 
Cláudia Moreira 
1/maio/2015 30/set/2015 
3 Colheita de 
amostras de SP 
Enfermeiros do 
Hospital de Dia e do 
Setor de Dádivas de 
Sangue do SHC do 
HSA/CHP 
1/junho/2015 30/set/2015 
4 Contagem de 










6 Análise fenotípica Ana Aires 





















10 Elaboração do 
relatório de 
investigação 
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Material e métodos 
Os doentes e os dadores benévolos de sangue serão informados sobre o estudo por um dos 
médicos da equipa de investigação, será entregue um folheto informativo sobre o mesmo (ver 
anexos) e será solicitada a sua participação, mediante assinatura de termo de consentimento 
informado (ver anexos).  
Caso os doentes concordem participar, será feita a recolha dos dados sócio-demográficos, 
clínicos e laboratoriais (Quadro 6), utilizando um formulário próprio (ver anexos). 
Quadro 6: Dados socio-demográficos, clínicos e laboratoriais a obter dos doentes admitidos no estudo 
Dados sócio-demográficos Idade, género 
Dados clínicos Data de diagnóstico do SMD  
Classificação do SMD (OMS, 2008)  
Prognóstico de acordo com o IPSS 
Dados clínicos Manifestações clínicas (relacionadas com a anemia, infeções e 
hemorragias) 
Terapêutica previa com fatores de crescimento, EPO, G-CSF ou GM-
CSF (datas e resposta) 
Necessidades transfusionais durante o último ano (tipo e frequência) 
Tratamento prévio com quimioterapia (tipo, datas e resposta) 
Tratamento prévio com imunosupressores (tipo, datas e resposta) 
Dados laboratoriais ao 
diagnóstico 
Resultados do hemograma 
Resultados do estudo medular 
Resultados do estudo citogenético, se disponível 
 
Serão colhidas amostras de SP (2 tubos de sangue com anticoagulante EDTA-K3) a 30 
doentes com o diagnóstico de SMD segundo os critérios da OMS 2008 e a 30 dadores benévolos de 
sangue, após consentimento informado. Todas as colheitas serão feitas nos dias de consulta de 
Hematologia ou nos dias de comparência no Hospital de Dia dos doentes que integrarão o estudo e, 
no caso dos controlos, no dia da dádiva de sangue. 
As amostras de sangue serão enviadas ao Laboratório de Citometria do Serviço de 
Hematologia Clínica, acompanhadas de uma requisição específica do estudo, do termo de 
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consentimento informado e do formulário de recolha de dados clínicos, em envelope fechado. Os 
documentos ficarão arquivados em pasta própria, nas instalações do laboratório. 
As amostras de SP serão processadas no máximo de 24h após a colheita. Primeiramente, as 
amostras serão sujeitas à marcação das células com anticorpos monoclonais específicos para 
diferentes antigénios expressos na membrana, seguida de lise dos eritrócitos e fixação dos leucócitos. 
Estes anticorpos monoclonais serão combinados de acordo com os painéis discriminados no Quadro 
7. Parte destes anticorpos já são usados por rotina no laboratório para estudo dos SMD, enquanto 
outros serão apenas usados para fins de investigação. De notar que em paralelo com as amostras de 
cada um dos doentes avaliados será processada uma amostra de SP normal.  
Quadro 7: Combinações de anticorpos monoclonais a usar no presente estudo 















CD64 CD34 CD56 CD11c CD14* CD16 CD45 
Tubo 
3 
CD116* CD114* CD34 CD56 CD131* CD14* CD16 CD45 
Os anticorpos assinalados com * são usados exclusivamente para fins de investigação. Os restantes anticorpos já são 
habitualmente usados na rotina para estudo dos SMD. 
Abreviaturas: APC, allophycocyanin (aloficocianina), Cy5.5, Cyanine 5.5 (cianina 5.5); Cy7, Cyanine 7 (cianina 7); 
FITC, Fluorescein, isothiocyanate (isotiocianato de fluoresceína; KO, Khrome Orange; PE, Phycoerythrin (ficoeritrina), 
PerCP, Peridinin chlorophyll protein (proteína peridina clorófilica) V450, Violet 450 (violeta 450). 
 
O significado biológico das moléculas a avaliar é descrito de forma sumária no Quadro 8.  
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Quadro 8: Principais caraterísticas das moléculas que serão avaliadas no presente estudo 
CD Outras 
designações 
Principais Caraterísticas Referência 
CD10 MME Endopeptidase neutra expressa nas células 
imaturas da linhagem linfóide e nas células B 
e T dos centros germinativos dos órgãos 







Molécula de adesão da família das integrinas; 
forma heterodímeros com o CD18 (integrina 
2); funciona como receptor para o complemento 
(CR3); é expresso em células das linhas 
granulocítica e monocítica, incluindo neutrófilos 
e monócitos maduros, nas células NK e em 
subpopulações de células T citotóxicas. 
Cabañas C, 1999- 
PMID: 10503737 
CD11c CR4 Molécula de adesão da família das integrinas; 
CD11c corresponde à subunidade α que com 
o CD18 (integrina 2) forma heterodímeros; 
funciona como receptor para o complemento 
(CR4); é expressa nos monócitos, granulócitos e 
em subpopulações de células NK e de células T 
citotóxicas; parece ser fundamental na mediação 
de interações dos monócitos ao nível da adesão 
celular.  




e N,  
gp150 
Aminopeptidase expressa nas células 
progenitoras dos granulócitos e monócitos e 
nas células das linhas granulocítica e 
monocítica em diferentes fases de 
diferenciação.  
Look T, 1989- PMID: 
2564851. 
CD14 MDA-CD14 Co-recetor (juntamente com recetores “Toll-
like”) para o LPS bacteriano; expresso em 
monócitos. 






Molécula envolvida na adesão e ativação 
celular, presente em células da linha 
granulocítica e monocítica, sobretudo nos 
neutrófilos maduros, em que é expressa com 
intensidade forte. 
Kerr M., 1992- PMID: 
1362195 
CD16 FcᵧRIII Recetor de baixa afinidade para o fragmento Fc 
da IgG; expresso nas células da linha 
granulocítica, sendo a sua intensidade superior 
nos neutrófilos maduros, mas também em 




CD34 HSCA-CD34 Glicoproteína da família das sialomucinas, 
expressa nas células hematopoiéticas imaturas e 
também no endotélio vascular; funciona como 
molécula de adesão. 
Lanza F, 2004-PMID: 
11388737 
CD45 LCA Molécula expressa, com diferentes intensidades, Gratama JW, 2001-
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Principais Caraterísticas Referência 
em todos os leucócitos, da qual existem várias 
isoformas; tem atividade enzimática de fosfatase 
da tirosina. 
PMID 11388740 
CD56 NCAM Molécula de adesão presente em células 
neuronais, mas também nas células NK e em 
células T citotóxicas; tem como ligando o próprio 
CD56 presente noutras células (interação 
homofílica); é expressa de forma aberrante em 
várias neoplasias hematológicas em particular nas 
que têm origem em plasmócitos, monócitos e 
células dendríticas. 
Warren HS, 2000- 
PMID: 11215829 
CD64 FcγRI Recetor de alta afinidade para o fragmento Fc da 
IgG (CD64) é expresso constitutivamente nos 
monócitos e fracamente nos neutrófilos; a sua 
expressão nos neutrófilos aumenta grandemente 
num contexto inflamatório devido à ação de 
citocinas. 




Recetor do G-CSF; expresso em células 
mielóides da linha granulocítica, incluindo 
neutrófilos maduros. 




Cadeia alfa do recetor do GM-CSF; expressa em 
células mielóides da linha granulocítica e 
monocítica, incluindo neutrófilos e monócitos 
maduros. 






Cadeia beta do recetor do GM-CSF, comum ao 
recetor da IL-3 e IL-5; na forma de heterodímero 
com CD116 é expressa em células mielóides da 
linha granulocítica e monocítica, incluindo 
neutrófilos e monócitos maduros. 




 Molécula do MHC (Major 
Histocompatibility Complex), classe II, 
envolvida na apresentação dos antigénios aos 
linfócitos T; expressa-se nas células 
apresentadoras de antigénios, ou seja, nas 
células dendríticas, monócitos e linfócitos B, 




Abreviaturas: ANPEP, alanil aminopeptidase; CR, complement receptor; CSF, colony stimulating factor; CSFR, colony stimulating 
factor receptor; FcγRI, Fc-gamma receptor 1; FcRIII, receptor de baixa afinidade para o fragmento Fc da IgG; G-CSF, granulocyte 
colony stimulating factor; GM-CSF, granulocyte monocyte colony stimulating factor; gp, glioproteína; HSCA-CD34, hematopoietic 
progenitor cell antigen, CD34; IL, interleucina; ICAM-1, intercelular adhesion molecule-1; ITGAM, integrin alfa M; LCA, leukocyte 
common antigen;LCA, leukocyte common antigen; LFA-1, leukocyte function associated antigen-1; LMA, Leucemia Mielóide Aguda; 
LPS, lipopolissacarídeo bacteriano; MDA-CD14, monocyte differentiation antigen CD14; MHC, major histocompatibility complex; 
MME, membrane metalloendopeptidase; NCAM, neural cell adhesion molecule. 
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Análise de resultados 
 Na análise dos resultados obtidos por CF será usada uma aplicação informática específica 
(Infinicyt, da Cytognos, versão 17).  
Os neutrófilos, os monócitos e as células blásticas serão identificados e selecionados com 
base nas suas caraterísticas de dispersão lateral (SSS, Side Scatter) e frontal (FSC, Forward Scatter) 
da luz, na intensidade de expressão de CD45 e no perfil de expressão de alguns dos antigénios 













. Posteriormente será 
avaliada a expressão de CD114, CD116 e CD131, assim como a expressão das restantes moléculas 
nestas 3 populações celulares, neutrófilos, monócitos e blastos. Com este objetivo serão analisadas, 
em particular, a percentagem de células positivas para cada antigénio e a sua intensidade de 
expressão, avaliada pela mediana da intensidade mediana de fluorescência, assim como o coeficiente 
de variação. 
Os resultados obtidos nas amostras de SP dos doentes com SMD serão comparados com os 
resultados obtidos nas amostras de SP de indivíduos normais. 
Análise estatística de dados 
A análise dos dados obtidos será feita através de tratamento estatístico apropriado utilizando 
o programa informático Statistical Package for the Social Sciences (SPSS®) versão 22.0 para o 
Windows.  
Para a análise serão usadas formas de estatística descritiva como a frequência absoluta e 
relativa, medidas de distribuição central (medianas), medidas de dispersão (mínimos, máximos, 
intervalos interquartis). Além disso, serão também usadas formas de estatística inferencial, usando-se 
assim testes não paramétricos para comparar variáveis numéricas contínuas entre dois (Mann-
Whitney) ou mais (Kruskal-Wallis) grupos e para comparar as frequências de variáveis entre dois 
grupos (teste de Qui-Quadrado). Quando apropriado, usar-se-á também a correlação de Pearson para 
procurar a existência de correlação entre duas variáveis numéricas contínuas. 
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Equipamento 
Para o presente estudo de investigação será necessário usar os citómetros de fluxo e o 
contador hematológico, bem como outros equipamentos de laboratório existentes no LC do SHC do 
HSA/CHP, incluindo centrífugas, equipamento de frio (frigoríficos e arcas congeladoras) e 
equipamento informático (Quadro 9). 
Quadro 9: Principal equipamento do estudo 
Tipo de equipamento Marca Modelo Local 
Contador hematológico Beckman Coulter LH780 LC do SHC do HSA/CHP 
Citómetro de Fluxo Becton-Dickinson FACScanto II LC do SHC do HSA/CHP 
Reagentes 
Neste estudo serão usados diferentes tipos de anticorpos monoclonais, conjugados com 
diversos fluorocromos (Quadro 10), assim como soluções para lise dos eritrócitos, fixação dos 
leucócitos e lavagem das células (Quadro 11). 
Quadro 10: Anticorpos monoclonais que serão usadas neste estudo 
Especificidade Clone Isotipo Fluorocromo Fabricante Referência Fornecedor 
CD10* ALB1 IgG2a PE-Cy7 BC-IOT A46527 BC 
CD11b* D12 IgG2a APC BDB 333143 Enzifarma 
CD11c* S-HCL-3 IgG2b APC BDB 333144 Enzifarma 
CD13* L138 IgG1 PE BDB 347406 Enzifarma 
CD14** HCD14 IgG1 APC-H7 BIOL 325620 Grupo Taper 
CD15* MMA IgM FITC BDB 332778 Enzifarma 
CD16* 3G8 IgG1 V450 BDB 560474 Enzifarma 
CD34* 8G12 IgG1 PerCP-Cy5.5 BDB 347203 Enzifarma 
CD45* J.33 IgG1 KO BC-IOT A96416 BC 
CD56* N901-HLDA6 IgG1 PE-Cy7 BC-IOT A21692 BC 
CD64* 22 IgG1 PE BC-IOT IM3601U BC 
CD114** LMM741 IgG1 PE MB 130-097-309 Citomed 
CD116** REA211 IgG1 FITC MB 130-101-001 Citomed 
CD131** REA249 IgG1 APC MB 130-104-003 Citomed 
HLA-DR L243 IgG2a FITC BDB 347400 Enzifarma 
Os anticorpos assinalados com * já são habitualmente usados na rotina para estudo dos SMD. Os anticorpos assinalados 
com ** serão usados exclusivamente para fins de investigação.  
Abreviaturas: APC, allophycocyanin (aloficocianina), Cy5.5, Cyanine 5.5 (cianina 5.5); Cy5.5, Cyanine 7 
(cianina 7); FITC, Fluorescein, isothiocyanate (isotiocianato de fluoresceína; KO, Khrome Orange; PE, Phycoerythrin 
(ficoeritrina), PerCP, Peridinin chlorophyll protein (proteína peridina clorófilica) V450, Violet 450 (violeta 450); BC, 
Beckamn Coulter; BDB, Becton Dickinson Bioscience; IOT, Immunotech; BIOL, Biolegend; MB, Miltenyl Biotec. 
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Quadro 11: Soluções para lavagem das células, lise dos eritrócitos e fixação de células 
Descrição Fabricante Referência Fornecedor 
FACSlysing solution BDB 349202 Enzifarma 
PBS BC 6603369 BC 
Abreviaturas: BC, Beckman Coulter; BDB, Becton Dickinson; IOT, Immunotech; PBS, phosphate buffered 
saline 
Outros consumíveis 
Tubos de polipropileno, pontas para pipetas, luvas, etc. 
Calendarização 
Datas de início e conclusão (duração meses):  
Global: setembro de 2014 a julho de 2016 (22 meses) 
Planeamento, redação e submissão da proposta: setembro de 2014 a abril de 2015 (7 meses) 
Execução: junho de 2015 a setembro de 2015 (4 meses) 
Análise dos resultados e relatório: setembro de 2015 a julho de 2016  
Indicadores de produção 
Comunicações orais e posters 
 Apresentação oral da proposta em reunião de Serviço (maio / junho de 2015) 
 Apresentação oral da proposta nas JIIC (junho de 2015) 
 Apresentação oral dos resultados em reunião de Serviço (maio / junho de 2016) 
 Apresentação oral dos resultados nas JIIC (junho 2016) 
 Apresentação dos resultados em reunião científica (2016) 
Trabalhos escritos 
o Proposta de projeto de investigação (maio de 2015) 
o Dissertação de MIM (julho de 2016) 
o Artigo para publicação em revista médica internacional (2016)  
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Cronograma 
 ANO LETIVO 2014/2015  ANO LETIVO 2015/2016 
Mês 09 10 11 12 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 11 12 01 02 03 04 05 06 07 
Escolha da 
área 
X                       
Integração na 
equipa 
 X                      
Escolha do 
tema e do 
assunto 
 X                      
Identificação 
de problemas 
 X                      
Formulação 
das questões 
 X                      
Delineamento 
das hipóteses 
 X                      
Definição dos 
objectivos 
 X                      
Revisão 
bibliográfica  
 X X                     
Conceção do 
estudo 
  X X X                   
Redação da 
proposta 
     X X X                
Submissão da 
proposta 
       X                
Apresentação 
da proposta 
         X 
a 
             
Execução do 
projeto 
        X X X X X           
Análise dos 
resultados 
            X X X         
Apresentação 
de resultados 
                  X 
b 




               X X X X X X X  
Prova de 
dissertação 
                      X 
a) Apresentação nas JIIC; b) Apresentação no SHC 
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QUESTÕES ÉTICAS 
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Informação dos participantes e consentimento informado 
Para o presente estudo seleccionar-se-á previamente os doentes com SMD que pareçam ser 
elegíveis para o estudo. Numa segunda fase, a aluna e investigadora principal Ana Aires, ou uma das 
co-investigadoras Dra. Ana Sofia Jorge, Dra. Cláudia Moreira informarão os doentes sobre o estudo, 
de modo claro e com linguagem acessível, e entregando-lhes um folheto informativo (em anexo) e, 
caso o doente decida participar no estudo, o termo de consentimento informado (em anexo). De 
seguida, após verificar que o doente cumpre todos os critérios de inclusão e não apresenta critérios 
de exclusão, ser-lhe-ão colhidas amostras de SP, bem como colhida a informação necessária ao 
preenchimento do formulário com informação socio-demográfica, clínica e laboratorial do doente 
(em anexo). Este contacto com os doentes decorrerá em dias em que estes tenham consulta ou 
venham ao Hospital de Dia do HSA/CHP, não havendo, por isso, deslocações especificamente para o 
estudo de investigação. As colheitas de sangue serão feitas pelas enfermeiras do Hospital de Dia do 
CHP. 
Relativamente aos controlos, que serão dadores benévolos de sangue do SHC do CHP/HSA, 
os quais serão escolhidos de modo não aleatório, por conveniência até perfazer o número de casos 
pretendido, desde que preencham os critérios de inclusão e exclusão do presente estudo. Novamente, 
uma vez que os dadores de sangue serão selecionados tendo em conta o facto de se terem 
apresentado no SHC do CHP/HSA para doar sangue, não haverá qualquer deslocação específica para 
o estudo. Aos dadores de sangue será aplicado o mesmo modo de contacto que no caso dos doentes, 
havendo igualmente uma conversa que visa informar os dadores de sangue selecionados sobre o 
âmbito do estudo, altura em que será entregue um folheto informativo (em Anexo) e o termo de 
consentimento informado (em Anexo). As colheitas de sangue serão feitas no mesmo dia, pelas 
enfermeiras do Setor de Dadores de Sangue do SHC do CHP. 
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Outras questões com implicações éticas 
Riscos e benefícios 
Não há riscos associados à participação no estudo, para além dos riscos mínimos associados à 
punção venosa. Também não existem benefícios diretos para as participantes. Ainda assim, o 
presente estudo poderá contribuir para aprofundar o conhecimento sobre os SMD e para otimizar o 
seu diagnóstico, pelo que se esperam, a médio e longo prazo, benefícios para os doentes em geral. 
Confidencialidade e anonimização 
A confidencialidade dos dados será garantida. 
As amostras de SP bem como o formulário com informação sócio-demográfica, clínica e 
laboratorial do doente encontram-se numerados, de forma a fazer corresponder a cada participante 
um código de identificação. No registo dos dados em ficheiro eletrónico, serão usados apenas os 
códigos de identificação dos participantes; a correspondência entre esses códigos e a identificação 
dos mesmos será do conhecimento e responsabilidade das orientadoras, Prof. Doutora Margarida 
Lima e Dra. Maria dos Anjos Teixeira. 
Outros aspetos 
As amostras de SP serão estudadas no LC do SHC do CHP/HSA, logo as amostras não serão 
transferidas para nenhuma outra instituição. Além disso, as amostras de SP serão estudadas no prazo 
máximo de 24h e não serão usadas para outros fins que não os do estudo em causa; no final do 
estudo as amostras excedentárias serão destruídas. Não serão realizados estudos genéticos. 
Serão consultados dados dos processos clínicos dos doentes com SMD admitidos no estudo 
cumprindo as normas estabelecidas pelo CHP; a consulta decorrerá nas instalações da consulta de 
Hematologia e do Hospital de Dia do CHP. 
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PLANO FINANCEIRO 
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 Custo estimado (€) 
Reagentes para usar nas análises de investigação (ver tabela seguinte) 2000,00 
Material administrativo (fotocópias, folhas, etc.) 00,00 
Contratação de serviços 00,00 
Pagamento de despesas aos participantes (deslocações) * 00,00 
Exames realizados no CHP (análises e outros meios complementares) ** 00,00 
Taxas moderadoras de exames (análises, exames de imagem, etc.) ** 00,00 
Taxas moderadoras de episódios (consultas, internamentos, etc.) *** 00,00 
Impressão de poster para apresentação de resultados  50,00 
Inscrição aluno em congresso médico 200,00 
Organização das Jornadas de Iniciação à Investigação Clínica 50,00 
TOTAL €2300,00 
* Não haverá deslocações dos doentes ao hospital, especificamente para participação no projeto 
** Não serão realizados exames ou análises para além das análises de investigação referidas  
*** Não serão feitas consultas ou internamentos no âmbito do projeto. 
 
Reagentes a adquirir para este estudo de investigação 









CD14 BIOL 325620 Grupo 
Taper 
325,00 3 650,00 
CD114 MB 130-097-308 Citomed 325,00 1 325,00 
CD116 MB 130-101-001 Citomed 325,00 1 325,00 
CD131 MB 130-104-003 Citomed 325,00 1 325,00 
TOTAL sem IVA 1625,00 
TOTAL com IVA (23%) 1998,35 
Os valores referidos são estimativas feitas com base nos valores atuais, 
Abreviaturas: BIOL, Biolegend; MB, Miltenyl Biotec. 
Financiamento 
O estudo será financiado pelo ICBAS/UP, através de uma bolsa atribuída à DIIC. O 
financiamento será feito mediante compra dos reagentes acima referidos, que serão adquiridos pelo 
ICBAS/UP e entregues no LC do SHC do CHP.  
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ESTUDO IMUNOFENOTÍPICO DOS NEUTRÓFILOS E DOS MONÓCITOS DO SANGUE PERIFÉRICO DE DOENTES COM 
SINDROMAS MIELODISPLÁSICOS 
Ana Aires, Dissertação de Mestrado Integrado em Medicina, ICBAS/UP, 2016 
Página | 86  
 
Abreviaturas de termos técnicos 
APC, Allophycocyanin (aloficocianina). 
APC-H7, Allophycocyanin H7 (aloficocianina H7). 
AREB, Anemia Refratária com Excesso de Blastos. 
CF, Citometria de Fluxo. 
Cy5.5, Cyanine 5.5 (cianina 5.5). 
Cy7, Cyanine 7 (cianina 7).  
Epo, Eritropoietina. 
EPOR, Recetor da Eritropoietina. 
FITC, Fluorescein, isothiocyanate (isotiocianato de fluoresceína.  
FSC, Forward Side Scatter (dispersão da luz no plano frontal). 
G-CSF, Granulocyte Colony Stimulating Factor (fator estimulante do crescimento de 
colónias de granulócitos). 
G-CSFR, Granulocyte Colony Stimulating Factor Receptor (receptor do G-CSF). 
GM-CSF, Granulocyte Monocyte Colony Stimulating Factor (fator estimulante do 
crescimento de colónias de granulócitos e monócitos). 
GM-CSFR, Recetor do G-CSF. 
GMRα, subunidade α do GM-CSFR. 
CRH domain, cytokine receptor homologous domain (domínio homologo recetor de 
citocinas). 
IL, Interleucina. 
IPSS, International Prognostic Scoring System 
KO, Khrome Orange.  
LMA, Leucemia Mielóide Aguda. 
MO, Medula Óssea. 
Mpl, Receptor da Trombopoietina. 
PE, Phycoerythrin (ficoeritrina). 
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PerCP, Peridinin chlorophyll protein (proteína peridina clorófilica). 
SMD, Síndroma Mielodisplásico.  
SP, Sangue Periférico. 
SSC, Orthogonal Side Scatter (dispersão da luz no plano ortogonal). 
TNF-α, Tumor Necrosis Factor α (fator de necrose tumoral α). 
V450, Violet 450 (violeta 450). 
c, subunidade  do GM-CSFR. 
Outras abreviaturas 
BC, Beckman Coulter. 
BDB, Becton Dickinson Bioscience. 
BIOL, Biolegend. 
CHP, Centro Hospitalar do Porto. 
DIIC, Disciplina de Iniciação à Investigação Clínica. 
DM, Departamento de Medicina. 
HSA, Hospital de Santo António. 
ICBAS, Instituto de Ciências Biomédicas Abel Salazar. 
IOT, Immunotech. 
JIIC, Jornadas de Iniciação à Investigação Clínica. 
LC, Laboratório de Citometria. 
MB, Miltenyl Biotec. 
MIM, Mestrado Integrado em Medicina. 
SHC, Serviço de Hematologia Clínica. 
SPSS, Statistic Package for the Social Sciences. 
UP, Universidade do Porto. 
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LISTA DE ANEXOS 
 Documentos para os participantes 
o Termos de consentimento informado (doentes e dadores de sangue) 
o Folhetos informativos (doentes e dadores de sangue) 
 Formulários para recolha de dados 
o Formulário de recolha de dados clínicos e laboratoriais (doentes) 
 Documentos de submissão 
o Lista de documentos 
o Folha de rosto 
o Pedidos de autorização 
o Termos de responsabilidade 
o Termos de autorização local 
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DOCUMENTOS PARA OS PARTICIPANTES 
Termo de consentimento informado dos doentes 
Recetores do GM-CSF e G-CSF nas células do sangue periférico de doentes com Síndromas 
Mielodisplásicos 
Eu, abaixo-assinado ___________________________________________________ 
(nome completo do indivíduo participante do estudo)  
Fui informado de que o estudo de investigação acima mencionado se destina a estudar a presença de 
alterações de algumas moléculas nas células do sangue periférico de doentes com Sindromas 
Mielodisplásicos. 
Sei que neste estudo está prevista a colheita de duas amostras de sangue para a realização dessas 
análises. 
Foi-me garantido que todos os dados relativos à identificação dos Participantes neste estudo são 
confidenciais. 
Sei que posso recusar-me a participar ou interromper a qualquer momento a participação no 
estudo, sem nenhum tipo de penalização por este facto. 
Compreendi a informação que me foi dada, tive oportunidade de fazer perguntas e as minhas dúvidas 
foram esclarecidas. 
Aceito participar de livre vontade no estudo acima mencionado e concordo que seja efetuada a 
colheita de sangue para as análises que fazem parte deste estudo. 
Também autorizo a divulgação dos resultados obtidos no meio científico, garantindo o anonimato. 
Nome do Participante no estudo 
_______________________________________________________ 
Data      Assinatura 
      ___/___/_____   _________________________________________  
Nome do Médico Responsável ou Nome do Investigador [conforme o caso] 
_______________________________________________________ 
Data      Assinatura 
      ___/___/_____   ________________________________________ 
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Termo de consentimento informado dos dadores de sangue participantes 
Recetores do GM-CSF e G-CSF nas células do sangue periférico de doentes com Síndromas 
Mielodisplásicos 
Eu, abaixo-assinado ___________________________________________________ 
(nome completo do indivíduo participante do estudo)  
Fui informado de que o estudo de investigação acima mencionado se destina a estudar a presença de 
alterações de algumas moléculas nas células do sangue periférico de doentes com Sindromas 
Mielodisplásicos. 
Sei que neste estudo está prevista a colheita de duas amostras de sangue para a realização dessas 
análises. 
Foi-me garantido que todos os dados relativos à identificação dos Participantes neste estudo são 
confidenciais. 
Sei que posso recusar-me a participar ou interromper a qualquer momento a participação no 
estudo, sem nenhum tipo de penalização por este facto. 
Compreendi a informação que me foi dada, tive oportunidade de fazer perguntas e as minhas dúvidas 
foram esclarecidas. 
Aceito participar de livre vontade no estudo acima mencionado e concordo que seja efetuada a 
colheita de sangue para as análises que fazem parte deste estudo. 
Também autorizo a divulgação dos resultados obtidos no meio científico, garantindo o anonimato. 
Nome do Participante no estudo 
_______________________________________________________ 
Data      Assinatura 
      ___/___/_____   _________________________________________  
Nome do Médico Responsável ou Nome do Investigador [conforme o caso] 
_______________________________________________________ 
Data      Assinatura 
      ___/___/_____   ________________________________________ 
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Folheto informativo para os doentes participantes 
Recetores do GM-CSF e G-CSF nas células do sangue periférico de doentes com 
Síndromas Mielodisplásicos  
Caro utente do Centro Hospitalar do Porto,  
O meu nome é Ana Aires e sou aluna do 5º ano de Mestrado Integrado em Medicina do 
Instituto de Ciências Biomédicas Abel Salazar / Centro Hospitalar do Porto – Hospital de Santo 
António.  
Com a supervisão da Professora Doutora Margarida Lima e da Dra. Maria dos Anjos Teixeira 
do Serviço de Hematologia Clínica deste Hospital, estou a realizar o presente estudo, intitulado 
RECETORES DO GM-CSF E G-CSF NAS CÉLULAS DO SANGUE PERIFÉRICO DE 
DOENTES COM SÍNDROMAS MIELODISPLÁSICOS, no âmbito da minha dissertação final de 
Mestrado Integrado em Medicina.  
Os Sindromas Mielodisplásicos são doenças do sangue caraterizadas por uma produção 
ineficaz de diversos tipos de células sanguíneas, como os glóbulos vermelhos (importantes para 
fornecer oxigénio aos tecidos), as plaquetas (importantes para a coagulação do sangue), os 
neutrófilos e os monócitos (importantes na defesa contra as infeções).  
Este trabalho de investigação, para o qual solicitamos a sua participação, tem como objetivo 
aprofundar os conhecimentos sobre os Sindromas Mielodisplásicos, avaliando-se a presença de 
alterações em determinadas moléculas essenciais para a maturação e funções das células do sangue.  
Para realizar as análises deste estudo (que não incluem estudos genéticos) é necessário que 
autorize a colheita de duas amostras de sangue (2 tubos de 4.5mL) e o registo de alguns dados do seu 
processo clínico. Estes dados, assim como os resultados do estudo, serão mantidos confidenciais.  
A participação neste estudo não acarreta riscos para si. Também não terá benefícios diretos, 
mas estará a contribuir para aprofundarmos o conhecimento sobre esta doença. 
Se tiver qualquer questão ou dúvida, poderá perguntar a um dos médicos que participam neste 
estudo ou, se desejar, contatar-me diretamente através do nº 912133909.  
Agradeço a sua participação,    Ana Aires 
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Folheto informativo para os dadores de sangue 
Recetores do GM-CSF e G-CSF nas células do sangue periférico de doentes com 
Síndromas Mielodisplásicos 
Caro Dador de Sangue do Centro Hospitalar do Porto,  
O meu nome é Ana Aires e sou aluna do 5º ano de Mestrado Integrado em Medicina do 
Instituto de Ciências Biomédicas Abel Salazar / Centro Hospitalar do Porto – Hospital de Santo 
António.  
Com a supervisão da Professora Doutora Margarida Lima e da Dra. Maria dos Anjos Teixeira 
do Serviço de Hematologia Clínica deste Hospital, estou a realizar o presente estudo, intitulado 
RECETORES DO GM-CSF E G-CSF NAS CÉLULAS DO SANGUE PERIFÉRICO DE 
DOENTES COM SÍNDROMAS MIELODISPLÁSICOS, no âmbito da minha dissertação final de 
Mestrado Integrado em Medicina.  
Os Sindromas Mielodisplásicos são doenças do sangue caraterizadas por uma produção 
ineficaz de diversos tipos de células sanguíneas, como os glóbulos vermelhos (importantes para 
fornecer oxigénio aos tecidos), as plaquetas (importantes para a coagulação do sangue), os 
neutrófilos e os monócitos (importantes na defesa contra as infeções).  
Este trabalho de investigação, para o qual solicitamos a sua participação, tem como objetivo 
aprofundar os conhecimentos sobre os Sindromas Mielodisplásicos, avaliando-se a presença de 
alterações em determinadas moléculas essenciais para a maturação e funções das células do sangue.  
O estudo será feito em doentes com Síndromas Mielodisplásicos, mas são necessárias 
amostras de sangue, para comparação. É precisamente por isso que pedimos a sua colaboração.  
Para realizar as análises deste estudo (que não incluem estudos genéticos) é necessário que 
autorize a colheita de duas amostras de sangue (2 tubos de 4.5mL). Os resultados do estudo, serão 
mantidos confidenciais.  
A participação neste estudo não acarreta riscos para si. Também não terá benefícios diretos, 
mas estará a contribuir para aprofundarmos o conhecimento sobre esta doença. 
Se tiver qualquer questão ou dúvida, poderá perguntar a um dos médicos que participam neste 
estudo ou, se desejar, contatar-me diretamente através do nº 912133909.  
Agradeço a sua participação,   Ana Aires 
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FORMULÁRIOS PARA REGISTO DE DADOS 
Formulário de registo de dados clínicos e laboratoriais 
Recetores do GM-CSF e G-CSF nas células do sangue periférico de doentes com Síndromas 
Mielodisplásicos 
Nome (Iniciais):      Código: SMD-Nº____ 
Idade: ____    Género: Feminino  Masculino  
 Data de diagnóstico do Sindroma Mielodisplásico (SMD): ___/___/____ 
Classificação do SMD ao diagnóstico (OMS, 2008): 
Citopenia refratária com displasia unilinhagem  
Anemia refratária  Neutropenia refratária  Trombocitopenia refratária  
Anemia refratária com sideroblastos em anel  
Citopenia refratária com displasia multilinhagem   
Anemia refratária com excesso de blastos  
Tipo 1   Tipo 2  
Sindroma mielodisplásico não classificável  
Sindroma mielodisplásico associado a del(5q) isolada  
Dados ao diagnóstico 
Sangue periférico: ND  
 Hemoglobina (g/L) ……… Neutrófilos (x103/L) ………. Plaquetas (x103/L)…… 
 % Blastos: ………. 
Displasia eritróide (GR): Sim:  Não:   
Displasia granulocítica (neutrófilos): Sim:  Não:  
Displasia megacariocítica (plaquetas): Sim:  Não:  
Medula óssea: 
Mielograma: ND  
 % Blastos ……… % sideroblastos em anel ……… 
 Displasia eritróide: Sim:  Não:  ND  
 Displasia granulocítica: Sim:  Não:  ND  
 Displasia megacariocítica: Sim:  Não:  ND  
Biopsia: ND  
 Celularidade: Hipocelular:  Normocelular:  Hipercelular:  ND  
 Displasia eritróide: Sim:  Não:  ND  
 Displasia granulocítica: Sim:  Não:  ND  
 Displasia megacariocítica: Sim:  Não:  ND  
 Fibrose: Sim:  Não:  ND  
Alterações citogenéticas  Sim:  Não:  ND  
 Descrever ……………………..………………………………………………………... 
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Tratamentos 
Suporte transfusional: Sim:  Não:  
Eritrócitos   Frequência: semanal ; quinzenal ; mensal ; ocasional  
Plaquetas   Frequência: semanal ; quinzenal ; mensal ; ocasional  
Terapêutica com fatores de crescimento : Sim:  Não:    
Epo   Prévia:  Em curso: Resposta: Sim:  Não:  
G-GSF:  Prévia:    Resposta: Sim:  Não:  
GM-GSF:  Prévia:    Resposta: Sim:  Não:  
Quimioterapia  prévia: Sim:  Não:  
 Tipo:  Resposta: Sim:  Não:  
Tratamento prévio com imunosupressores: Sim:  Não:  
 Tipo:  Resposta: Sim:  Não:  
Nota: São critérios de exclusão terapêutica com fatores de crescimento (excluindo Epo), infeções, 
quimioterapia ou imunosupressores nos últimos 3 meses. 
 
Manifestações clínicas 
Relacionadas com a anemia: Sim:  Não:    
Infeções: Sim:  Não:    
 Frequência …………………..... 
Hemorragias: Sim:  Não:    
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DOCUMENTOS DE SUBMISSÃO 




Data de entrega 






Inscrição em Licenciatura, Mestrado ou Doutoramento NA  
 
Cartas do Aluno, a solicitar autorização institucional 
Presidente do Conselho de Administração √  
Presidente da CES √  
Diretor do DEFI √  
Termos de responsabilidade de Alunos e Orientadores 
Aluno √  
Orientador do Projeto √  
Supervisor do Projeto, Docente responsável pela DIIC √  
Termos de autorização local (no CHP) 
Responsáveis por Unidades / Gabinetes / Setores √  
Diretores de Serviço √  




Folha de Rosto do Estudo de Investigação (modelo próprio) √  




Curriculum Vitae do Aluno  NA  
Termo de Consentimento Informado √  
Folheto com informação para dar aos Participantes √  
Carta a solicitar dispensa de Consentimento Informado NA  
Inquéritos / questionários ou guiões de entrevistas NA  
Formulário para recolha de dados dos processos clínicos √  
Outros documentos NA  




        Data       Assinatura 
___/___/_____   _________________________ 
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Folha de rosto do estudo de investigação 
TÍTULO 
RECEPTORES DO GM-CSF E G-CSF NAS CÉLULAS DO SANGUE PERIFÉRICO DE 
DOENTES COM SÍNDROMAS MIELODISPLÁSICOS 
CLASSIFICAÇÃO 
Trabalho Académico de Investigação X (Mestrado Integrado em Medicina) 
Projeto de Investigação  X  
Ensaio Clínico  □  Medicamentos □  Dispositivos médicos □ 
Outro □     Qual?      
VERSÃO 
Novo  X   Modificação / Adenda □  Prolongamento  □  
CALENDARIZAÇÃO 
Data início: outubro/2015  Data conclusão: junho/2016 
Início da execução do projeto: outubro 2015 
Prazo a cumprir: junho 2016 
ALUNOS E ORIENTADORES 
Aluno  
Ana Rita Alves Aires; Instituto de Ciências Biomédicas Abel Salazar; Mestrado Integrado em 
Medicina; 6º ano (mim10041@icbas.up.pt, 912133909) 
 
Orientadores do projeto  
Prof. Doutora Margarida Lima; médica, especialista de Imunohemoterapia, SHC, CHP 
Professora auxiliar convidada do ICBAS/UP  
(margaridalima@chporto.min-saude.pt; mmc.lima@clix.pt; 966327115) 
Dra. Maria dos Anjos Teixeira, médica especialista de Imunohemoterapia, SHC, CHP 
Supervisor do projeto / Responsável pela DIIC 
Margarida Lima; médica, especialista de Imunohemoterapia, SHC, CHP 
Professora auxiliar convidada do ICBAS/UP  
(margaridalima@chporto.min-saude.pt; mmc.lima@clix.pt; 966327115) 
OUTROS INVESTIGADORES 
Dra. Cristina Gonçalves, médica especialista de Hematologia Clínica, SHC, CHP 
Dra. Ana Spínola, médica interna de especialidade de Imunohemoterapia, SHC, CHP 
Dra. Ana Sofia Jorge, médica interna de especialidade de Hematologia Clínica, SHC, CHP 
Dra. Cláudia Moreira, médica interna de especialidade de Hematologia Clínica, SHC, CHP 
PROMOTOR O próprio X 
INSTITUIÇÕES E SERVIÇOS 
 Unidades, Departamentos e Serviço do CHP 
Laboratório de Citometria, Serviço de Hematologia Clínica, Departamento de Medicina 
Outras Instituições intervenientes 
ICBAS/UP 
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CARATERÍSTICAS do estudo 
Alvo do estudo      Países / Instituições envolvidos 
Animais  □  Humanos X Multinacional  □   Nacional  X  
Multicêntrico  □  Institucional X  
Natureza do estudo     Caraterísticas do estudo (desenho) 
Clínico X Terapêutico □  Descritivo □  Analítico X 
Epidemiológico □  Laboratorial X Observacional X Experimental □  
       Transversal X Longitudinal  □ 
       (Retrospetivo □  Prospetivo  □) 
Estudo de síntese □ (Revisão narrativa □ Revisão sistemática □Revisão sistemática meta-análise □) 
Participantes  
Existência de grupo controlo: Não □  Sim X 
Seleção dos Participantes: Aleatória □   Não aleatória X 
Estudos observacionais:   
Tipo: Caso □  Série de casos □ Casos-controlos  X      Coortes  □   Outro □ 
Estudos experimentais: 
Conhecimento: Aberto □        Cego  □         (Duplamente cego  □ ) 
Ensaios Clínicos: Fase I □       Fase II □         Fase III □      Fase IV □  
Outros aspetos relevantes para a apreciação do estudo: 
Participação de grupos vulneráveis Não X Sim □  (Crianças □ Grávidas □ Outros:) 
Convocação de doentes / participantes  Não X Sim □  (especificamente para participar no Estudo)      
Consentimento informado Não □   Sim X  (Carta a solicitar dispensa: Não X Sim □)      
Inquéritos / questionários  Não X   Sim □ (Contato Investigadores/Participantes: Não □ Sim 
□)      
Entrevistas  Não X   Sim □ 
Colheita de produtos biológicos Não □   Sim X  (CHP X Noutro local □ ) 
    (Não anonimizados X Anonimizados □ ) 
(Anonimização reversível □ irreversível □ ) 
Armazenamento de produtos biológicos Não X  Sim □ (No CHP □ Noutro local □ ) 
Criação de bancos de produtos biológicos  Não X  Sim □ (No CHP □ Noutro local □ )  (ADN □  Outros □ ) 
    (Não anonimizados □  Anonimizados □ ) 
Realização de exames / análises Não □   Sim X (No CHP X Noutro local □ )  
Realização de estudos genéticos Não X   Sim □ (No CHP □ Noutro local □ ) 
Recolha de dados Não □   Sim X (Dados: clínicos X  laboratoriais: analíticos X) 
Criação de bases de dados Não □ Sim X (Não anonimizadas □  Anonimizadas X ) (Excel) 
Saída para outras instituições Não X Sim □ (Produtos biológicos □  Dados □ ) 
       (Públicas □  Privadas □ Nacionais □  Estrangeiras □ ) 
(Anonimização dos produtos biológicos / dados saídos □ ) 
ORÇAMENTO E FINANCIAMENTO 
Orçamento total: 2300 Euros Contrato financeiro em anexo: Não X    Sim □ 
Financiamento: Interno (CHP)  ________ Euros  Externo (Outros) 2300 
Euros 
Entidades financiadoras: ICBAS/UP – Bolsa DIIC 
INDICADORES  
Relatórios de progresso □  (periodicidade: )   Relatório final □    
Outros X Quais? Dissertação de Mestrado Integrado em Medicina 
Data:     Assinatura do proponente (Aluno):  
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Pedidos de autorização institucional 
Trabalho académico de investigação: Receptores do GM-CSF e G-CSF nas células do sangue 
periférico de doentes com Síndromas Mielodisplásicos  
Aluna da DIIC do curso de MIM do ICBAS/UP e do CHP: Ana Rita Alves Aires 
Presidente do Conselho de Administração do CHP 
Exmo. Senhor Presidente do Conselho de Administração do CHP 
Ana Rita Alves Aires, na qualidade de Aluna, vem por este meio, solicitar a Vossa Ex. 
autorização para realizar no Centro Hospitalar do Porto o Estudo de Investigação acima mencionado, 
de acordo com o programa de trabalhos e os meios apresentados. 
        Data       Assinatura 
___/___/_____   _________________________ 
Presidente da Comissão de Ética para a Saúde do CHP 
Exma. Senhora Presidente da Comissão de Ética para a Saúde do CHP 
Ana Rita Alves Aires, na qualidade de Aluna, vem por este meio, solicitar a Vossa Ex. 
autorização para realizar no Centro Hospitalar do Porto o Estudo de Investigação acima mencionado, 
de acordo com o programa de trabalhos e os meios apresentados. 
        Data       Assinatura 
___/___/_____   _________________________ 
Diretora do Departamento de Ensino, Formação e Investigação do CHP 
Exma. Senhora Diretora do Departamento de Ensino, Formação e Investigação do CHP 
Ana Rita Alves Aires, na qualidade de Aluna, vem por este meio, solicitar a Vossa Ex. autorização 
para realizar no Centro Hospitalar do Porto o Estudo de Investigação acima mencionado, de acordo 
com o programa de trabalhos e os meios apresentados. 
        Data       Assinatura 
___/___/_____   ________________________
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Termos de responsabilidade 
Trabalho académico de investigação: Receptores do GM-CSF e G-CSF nas células do sangue 
periférico de doentes com Síndromas Mielodisplásicos  
Aluna da DIIC do curso de MIM do ICBAS/UP e do CHP: Ana Rita Alves Aires 
Aluno 
Na qualidade de Aluna, comprometo-me a executar o estudo de investigação acima mencionado, de 
acordo com o programa de trabalhos e os meios apresentados, respeitando os princípios éticos e 
deontológicos e as normas internas da instituição. 
Aluno        Data   Assinatura 
Ana Aires       ___/___/___ _________________ 
Orientador do projeto 
Na qualidade de Orientadora, solicito autorização do Conselho de Administração para que o Aluno 
acima referido possa desenvolver no CHP o seu estudo de investigação. Informo que me 
comprometo a prestar a orientação necessária para uma boa execução do mesmo e a acompanhar o 
Aluno nas diferentes fases da sua realização, de acordo com o programa de trabalhos e meios 
apresentados, bem como por zelar pelo respeito dos princípios éticos e deontológicos e pelo 
cumprimento das normas internas da instituição. 
Nome        Data   Assinatura 
Margarida Lima      ___/___/___ ____________________ 
Instituição   Departamento    Serviço / Setor 
CHP    Medicina   Hematologia Clínica / Citometria 
Supervisor do projeto / Responsável pela DIIC 
Na qualidade de Docente Responsável pela DIIC / Supervisor do Aluno no CHP, comprometo-me a 
prestar a orientação necessária para uma boa execução do estudo de investigação, de acordo com o 
programa de trabalhos e meios apresentados. Mais declaro que acompanharei o Aluno, 
responsabilizando-me por supervisionar a execução do trabalho no CHP, bem como por zelar pelo 
respeito dos princípios éticos e deontológicos e pelo cumprimento das normas internas da instituição. 
Nome      Data    Assinatura 
Margarida Lima    ___/___/___   __________________ 
Docente responsável pela DIIC
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Termos de autorização local 
Estudo de investigação: Recetores do GM-CSF e G-CSF nas células do sangue periférico de 
doentes com Síndromas Mielodisplásicos  
Aluna da DIIC do curso de MIM do ICBAS/UP e do CHP: Ana Rita Alves Aires 
Responsáveis por Unidades, Gabinetes ou Setores (se aplicável) 
Na qualidade de Responsável pelo Laboratório de Citometria do Serviço de Hematologia 
Clínica do CHP, dou parecer favorável à execução do estudo de investigação acima mencionado e 
comprometo-me a prestar as condições necessárias para a boa execução do mesmo, de acordo com o 
programa de trabalhos e os meios apresentados. 
Unidade / Gabinete / Setor Nome do Responsável  Data   Assinatura 
Laboratório de Citometria Prof. Doutora Margarida Lima ___/___/___ _______________ 
Diretores de Serviço 
Na qualidade de Diretor do Serviço de Hematologia Clínica do CHP, declaro que autorizo 
a execução do estudo de investigação acima mencionado e comprometo-me a prestar as condições 
necessárias para a boa execução do mesmo, de acordo com o programa de trabalhos e os meios 
apresentados. 
Serviço   Nome do Diretor  Data   Assinatura 
Hematologia Clínica  Dr. Jorge Coutinho  ___/___/___ __________________ 
Na qualidade de Diretora do Hospital de Dia, declaro que autorizo a execução do estudo de 
investigação acima mencionado e comprometo-me a prestar as condições necessárias para a boa 
execução do mesmo, de acordo com o programa de trabalhos e os meios apresentados. 
Serviço   Nome do Diretor  Data   Assinatura 
Hospital de Dia  Dra. Cristina Gonçalves ___/___/___ __________________ 
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Diretores / Conselhos de Gestão de Departamento 
Na qualidade de Diretor do Departamento de Medicina do CHP, declaro que autorizo a 
execução do estudo de investigação acima mencionado e comprometo-me a prestar as condições 
necessárias para a boa execução do mesmo, de acordo com o programa de trabalhos e os meios 
apresentados. 
Departamento   Nome do Diretor  Data   Assinatura 
Medicina  Prof. Doutor Rui Sarmento e Castro ___/___/___ ________________ 
